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  MIX	   Mezcla	  de	  reacción	  
TBS	   Tris-­‐buffered	  saline	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RESUMEN:	  
INTRODUCCIÓN	  
El	  melanoma	  es	  un	  cáncer	  cuya	  incidencia	  se	  ha	  incrementado	  en	  los	  últimos	  años,	  con	  
una	   respuesta	   clínica	   decepcionante	   a	   los	   tratamientos	   convencionales	   con	  
dacarbazina,	  interferón	  alfa-­‐2b	  e	  interleucina-­‐2,	  por	  lo	  que	  su	  supervivencia	  global	  no	  
se	  ha	  modificado	  en	  absoluto.	  	  
El	   desarrollo	   de	   nuevas	   técnicas	   de	   biología	   molecular	   y	   análisis	   genómicos,	   ha	  
permitido	  la	  identificación	  de	  mutaciones	  y	  otras	  alteraciones	  genéticas	  y	  epigenéticas	  
implicadas	   en	   el	   inicio	   y	   en	   la	   progresión	   del	   melanoma.	   El	   principal	   oncogén	  
relacionado	   con	   la	   iniciación	   del	   melanoma	   es	   el	   v-­‐raf	   sarcoma	   murino	   viral	   B1	  
homólogo	  (BRAF).	  La	  mutación	  puntual	  en	  el	  gen	  BRAF	  (predominantemente	  la	  V600E,	  
donde	  la	  valina	  es	  sustituida	  por	  ácido	  glutámico	  en	  el	  aminoácido	  600)	  se	  detecta	  en	  
40-­‐60%	  de	  los	  pacientes	  con	  melanoma.	  Esta	  mutación	  es	  responsable	  de	  la	  activación	  
constitutiva	   de	   la	   vía	   de	   la	   proteína	   quinasa	   activadora	   de	   mitógenos	   (MAPK)	   y	   la	  
consecuente	  inducción	  de	  programas	  de	  proliferación	  y	  supervivencia	  celulares.	  	  
La	  aparición	  de	  los	   inhibidores	  de	  BRAFV600E	  ha	  generado	  un	  importante	  avance	  en	  el	  
manejo	  de	  esta	  enfermedad.	   La	   justificación	  del	  uso	  de	   inhibidores	   selectivos	  contra	  
estas	   proteínas	   oncogénicas,	   como	   BRAFV600E,	   depende	   de	   que	   los	   tumores	   sean	  
clonales	   con	   respecto	   al	   oncogén	   mutado	   (homogeneidad	   intratumoral)	   y	   que	   la	  
mutación	  se	  mantenga	  en	  las	  metástasis	  originadas	  (homogeneidad	  intertumoral).	  	  Sin	  
embargo,	  en	   la	  práctica	  clínica	  se	  ha	  detectado	  un	  alto	  porcentaje	  de	  recidiva	  tras	  el	  
tratamiento.	  Por	  tanto,	  la	  identificación	  de	  nuevos	  mecanismos	  de	  resistencia	  tumoral	  
es	   una	   cuestión	   que	   sigue	   sin	   respuesta,	   y	   la	   existencia	   de	   heterogeneidad	   de	   la	  
mutación	   BRAFV600E	   en	   melanomas	   cutáneos,	   podría	   suponer	   un	   importante	  
mecanismo	  de	  resistencia	  tumoral	  a	  los	  nuevos	  inhibidores	  de	  BRAFV600E.	  	  
Algunos	   estudios	   publicados	   han	   demostrado	   en	   el	   melanoma	   la	   presencia	   de	  
heterogeneidad	   intra-­‐tumoral	   e	   inter-­‐tumoral	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E.	   Aunque	   se
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trata	  de	  un	  tema	  con	  gran	  transcendencia	  clínica,	  sigue	  estando	  muy	  poco	  estudiado.	  
No	  existen	  en	  la	  literatura	  científica	  suficientes	  estudios,	  y	  las	  publicaciones	  presentes	  
muestran	  resultados	  contradictorios,	  y	  han	  sido	  obtenidos	  con	  distintas	  metodologías.	  
Con	   el	   presente	   proyecto	   pretendemos	   profundizar	   en	   la	   comprensión	   de	   la	  
heterogeneidad	  intra	  e	  intertumoral	  del	  melanoma,	  usando	  una	  técnica	  molecular	  (RT-­‐
PCR)	   y	   otra	   de	   no	   molecular	   (IHQ);	   pretendemos	   analizar	   el	   status	   BRAFV600E	   en	  
tumores	   primarios	   y	   metástasis	   múltiples	   de	   pacientes	   con	  melanoma	   y	   finalmente	  
tratar	   de	   determinar	   la	   aplicabilidad	   de	   la	   técnica	   de	   inmunohistoquímica	   en	   la	  
detección	  de	  BRAFV600E	  en	  la	  rutina	  diagnóstica.	  	  
OBJETIVOS	  
El	   presente	   proyecto	   pretende	   estudiar	   la	   heterogeneidad	   de	   la	   mutación	  
BRAFV600E	  en	  melanoma	  en	  su	  progresión	  y	  la	  presencia	  de	  policlonalidad	  en	  el	  mismo	  
tumor,	   y	   analizar	   la	   calidad	   de	   las	   técnicas	   utilizadas	   combinadas	   en	   un	   algoritmo	  
diagnóstico	  que	  permitiría	   la	   identificación	  de	  pacientes	  con	  melanoma	  candidatos	  a	  
tratamientos	  con	  inhibidores	  selectivos	  	  de	  una	  forma	  rápida	  y	  accesible.	  
Los	  objetivos	  concretos	  que	  proponemos	  son:	  
- Evaluar	   la	   heterogeneidad	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   intra	   e	   intertumoral	   del	  
melanoma.	  
- Correlacionar	   los	   resultados	   del	   estado	   mutacional	   de	   BRAFV600E	   con	   las	  
características	  clínicopatológicas	  de	  los	  melanomas	  primarios	  cutáneos.	  
- Validar	   dos	   técnicas	   diagnósticas	   para	   el	   estudio	   gen	   BRAFV600E	  
(inmunohistoquímica	  y	  real	  time-­‐PCR)	  y	  su	   	  combinación	  para	  el	  diseño	  de	  un	  
algoritmo	  diagnóstico.	  	  
- Determinar	   la	   relevancia	   de	   la	   presencia	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   en	   el	  
pronóstico	  de	  los	  pacientes	  que	  la	  poseen.	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MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
Para	   el	   presente	   estudio	   se	   recopilaron	   de	   forma	   retrospectiva	   un	   total	   de	   146	  
muestras	   (melanomas	   primarios	   cutáneos	   y	   metástasis)	   del	   Servicio	   de	   Anatomía	  
Patológica	  del	  Hospital	  Universitario	  12	  de	  Octubre.	  
Los	   tejidos	   tumorales	   incluidos	   fueron	   62	   melanomas	   primarios,	   42	   metástasis	  
cutáneas,	   37	   metástasis	   ganglionares	   y	   5	   metástasis	   viscerales.	   Se	   analizaron	   las	  
muestras	  en	  paralelo,	  melanomas	  primarios	   y	   sus	  metástasis,	  mediante	  dos	   técnicas	  
cualitativas:	  Cobas®	  4800	  BRAF	  V600	  Mutation	  Test	  y	  la	  expresión	  inmunohistoquímica	  
de	  la	  proteína	  BRAFV600E	  a	  través	  del	  anticuerpo	  VE1.	  	  
Por	   último,	   los	   casos	   discordantes,	   es	   decir,	   aquellos	   en	   los	   que	   la	   mutación	   no	   se	  
mantenía	   en	   los	  melanomas	   primarios	   y	   sus	  metástasis	   con	   las	   dos	   técnicas,	   fueron	  
sometidos	  a	  secuenciación	  directa	  para	  BRAF	  exón	  15	  como	  técnica	  gold	  standard.	  
RESULTADOS	  
1. Heterogeneidad	  intertumoral	  entre	  melanoma	  primario	  y	  sus	  metástasis	  mediante	  
qRT-­‐PCR	  de	  forma	  pareada	  (Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test).	  
La	  mutación	  BRAFV600	  ha	  sido	  detectada	  en	  el	  51,61%	  de	  los	  melanomas	  primarios	  y	  en	  
el	  57,14%	  de	   las	  metástasis.	  Se	  ha	  detectado	  un	  patrón	  discordante	  en	  el	  16,12%	  de	  
los	  casos	  analizados	  mediante	  esta	  técnica.	  
2. Homogeneidad	   intertumoral	  entre	  melanoma	  primario	  y	  sus	  metástasis	  de	   forma	  
pareada	  mediante	  IHQ.	  
Todos	   los	   resultados	   analizados	   mediante	   IHQ	   entre	   melanoma	   primario	   y	   sus	  
metástasis	   han	   sido	   concordantes.	   Por	   lo	   tanto,	   se	   ha	   demostrado	   homogeneidad	  
intertumoral	  de	  la	  expresión	  de	  BRAFV600E	  mediante	  IHQ	  (100%).	  
3. Concordancia	   entre	   dos	  métodos:	  Cobas®	   4800	   BRAF	  V600	  Mutation	   Test	   e	   IHQ.	  
Prueba	  gold	  standard:	  Secuenciación	  directa	  (Sanger®).	  
Los	  casos	  discordantes	  entre	  qRT-­‐PCR	  e	  IHQ	  	  fueron	  sometidos	  a	  secuenciación	  directa	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(Sanger®)	  del	  gen	  BRAF	  para	  el	  exón	  15.	  Tres	  de	  los	  casos	  negativos	  por	  IHQ	  presentan	  
la	  mutación	  BRAFV600K.	  De	   las	  146	  muestras,	  8	  son	  V600K	   (5,29%).	  Todos	  estos	  casos	  
son	   negativos	   por	   IHQ,	   mientras	   que	   qRT-­‐PCR	   detecta	   4	   de	   los	   8,	   un	   melanoma	  
primario	  (nº:	  30)	  y	  tres	  metástasis	  (nº:	  40,	  42).	  
4. Homogeneidad	  intratumoral	  mediante	  IHQ.	  
Todos	   los	  casos	  mostraron	  expresión	  de	   la	  proteína	  BRAFV600E	  homogénea	  en	  toda	   la	  
superficie	  tumoral	  de	  las	  preparaciones	  valoradas.	  	  
5. Asociaciones	  clínicopatológicas	  de	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  
- La	  mutación	  de	  BRAF	  se	  presentó	  el	  60,96%	  del	  total	  de	  los	  tumores	  analizados.	  	  
- La	   mediana	   de	   edad	   de	   diagnóstico	   de	   los	   pacientes	   que	   presentaban	   la	  
mutación	   de	   BRAF	   ha	   sido	   menor	   comparada	   con	   aquellos	   pacientes	   sin	  
mutación.	  	  
- La	   localización	   más	   frecuente	   asociada	   a	   melanomas	   que	   albergaban	   la	  
mutación	  de	  BRAF	  ha	  sido	  el	  tronco.	  
- El	  	  subtipo	  histopatológico	  de	  melanoma	  más	  frecuente	  con	  estado	  mutacional	  
BRAF	  positivo	  ha	  sido	  el	  MES.	  
	  
6. Grado	  de	  acuerdo	  entre	  RT-­‐PCR	  frente	  IHQ	  para	  la	  mutación	  de	  BRAFV600E	  
- La	  sensibilidad	  del	  anticuerpo	  VE1	  ha	  sido	  95,78%,	  y	  la	  especificidad,	  83,87%.	  	  
- El	   coeficiente	   kappa	   para	   la	   detección	   de	   la	  mutación	   V600E,	   excluyendo	   los	  
casos	  con	  mutación	  V600K,	  ha	  sido	  0,834	  (Excelente).	  
7. Análisis	  de	  supervivencia	  global	  y	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad.	  
La	   presencia	   de	   la	   mutación	   de	   BRAF	   no	   ha	   demostrado	   ser	   un	   factor	   pronóstico	  
independiente	   para	   la	   supervivencia	   global,	   ni	   para	   la	   supervivencia	   libre	   de	  
enfermedad	  en	  nuestra	  muestra.	  
CONCLUSIONES:	  
1. La	  presencia	  de	   la	  mutación	  de	  BRAFV600	  se	  ha	  observado	  en	  el	  61,29%	  de	   los	  
melanomas	   primarios	   de	   nuestra	   serie,	   siendo	   su	   perfil	   clínicopatológico	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predominante	  	  	  melanomas	  de	  extensión	  superficial,	  localizados	  en	  el	  tronco	  y	  	  
en	  pacientes	  jóvenes.	  
2. El	   estudio	   de	   la	  mutación	   de	  BRAFV600E	   en	  muestras	   pareadas	   de	  melanomas	  
primarios	   y	   metástasis	   mediante	   qPCR	   y	   el	   anticuerpo	   VE1,	   ha	   demostrado	  
homogeneidad	  intertumoral.	  
3. La	   expresión	   de	   la	   proteína	   de	   BRAFV600E	   mediante	   inmunohistoquímica	   es	  
homogénea	   en	   todos	   los	   casos.	   No	   hemos	   observado	   heterogeneidad	  
intratumoral	  	  de	  la	  mutación	  de	  BRAFV600E	  .	  
4. La	   IHQ	   con	   el	   anticuerpo	   VE1	   es	   una	   herramienta	   con	   una	   alta	   sensibilidad	  
(95,78%)	   y	   especificidad	   (83,87%)	   para	   la	   detección	   de	   la	   proteína	   BRAFV600E,	  
cuando	   se	   compara	   con	   una	   técnica	  molecular,	   como	   qRT-­‐PCR	   (Cobas®	   4800	  
BRAF	  V600	  Mutation	  Test).	  
5. La	   presencia	   de	   la	   mutación	   de	   BRAFV600E	   en	   pacientes	   con	   melanomas	  
metastásicos,	   no	   es	   un	   factor	   pronóstico	   independiente,	   en	   la	   supervivencia	  




Melanoma	   is	   a	   cancer	   whose	   incidence	   has	   increased	   in	   the	   last	   years,	   with	   a	  
disappointing	   clinical	   response	   to	   conventional	   treatments	   (dacarbazine,	   interferon	  
alfa-­‐2b	  and	  interleukin-­‐2).	  
The	  development	  of	  new	  molecular	  and	  genomic	  analysis	  techniques	  has	  allowed	  the	  
identification	  of	  mutations	  and	  other	  genetic	  and	  epigenetic	  alterations	  involved	  in	  the	  
initiation	   and	   progression	   of	   melanoma.	   The	   main	   oncogene	   associated	   with	   the	  
initiation	  of	  melanoma	  is	  the	  v-­‐raf	  murine	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  B1	  (BRAF).	  
A	   point	   mutation	   in	   the	   BRAF	   gene	   (predominantly	   the	   V600E,	   in	   which	   valine	   is	  
substituted	  for	  glutamic	  acid	  at	  amino	  acid	  600)	  is	  detected	  in	  40-­‐60%	  of	  patients	  with	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melanoma.	   This	   mutation	   is	   responsible	   for	   constitutive	   activation	   of	   the	   protein	  
mitogen	   activating	   kinase	   (MAPK)	   protein	   and	   the	   consequent	   induction	   of	   cell	  
proliferation	  programs	  and	  survival.	  
The	   appearance	   of	   BRAFV600E	   inhibitors	   has	   generated	   a	   significant	   advance	   in	   the	  
management	  of	  this	  disease.	  The	  justification	  for	  the	  use	  of	  selective	  inhibitors	  against	  
these	   oncogenic	   proteins,	   such	   as	   BRAFV600E	   depends	   on	  whether	   tumors	   are	   clonal	  
with	   respect	   to	   the	  mutated	  oncogene	   (intratumoral	  homogeneity)	  and	  whether	   the	  
mutation	   is	   maintained	   in	   originating	   metastases	   (intertumoral	   homogeneity).	  
However,	   in	   clinical	   practice	   a	   high	   rate	   of	   recurrence	   after	   treatment	   has	   been	  
detected.	  Thus,	  the	  identification	  of	  new	  mechanisms	  of	  tumor	  resistance	  is	  a	  question	  
that	   remains	   unanswered.	   The	   existence	   of	   heterogeneity	   in	   BRAFV600E	   mutation	   in	  
cutaneous	   melanomas,	   could	   be	   a	   major	   mechanism	   of	   tumor	   resistance	   to	   new	  
BRAFV600E	  inhibitors.	  
Some	  published	   studies	   have	  demonstrated	   the	  presence	  of	  melanoma	   tumor	   intra-­‐
and	  inter-­‐tumor	  heterogeneity	  of	  BRAFV600E	  mutation	  in	  melanoma.	  Although	  this	  is	  an	  
issue	   with	   great	   clinical	   significance,	   it	   remains	   poorly	   understood.	   There	   are	   no	  
enough	   scientific	   literature	   studies	   and	   currents	   reports	   show	   conflicting	   results	  
obtained	  with	  different	  methodologies.	  
In	  the	  present	  study,	  we	  intend	  to	  deep	  in	  the	  understanding	  of	  the	   intra-­‐	  and	   inter-­‐
melanoma	  heterogeneity	  tumor	  using	  a	  molecular	  technique	  (RT-­‐PCR)	  and	  other	  non-­‐
molecular	   tecnique	   (IHC);	   we	   analyze	   the	   BRAFV600E	   status	   in	   primary	   tumors	   and	  
multiple	   metastases	   of	   melanoma	   patients	   and	   finally	   try	   to	   determine	   the	  
applicability	  of	  the	  immunohistochemical	  technique	  in	  detecting	  BRAFV600E	  for	  routine	  
diagnosis.	  
OBJECTIVES	  
This	   project	   study	   aims	   to	   determine	   the	   heterogeneity	   the	   status	   of	   the	   BRAFV600E	  
mutation	  in	  melanoma	  progression	  and	  the	  presence	  of	  polyclonality	  in	  the	  same	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tumor,	   and	   analyze	   the	   quality	   of	   the	   techniques	   used	   combined	   in	   a	   diagnostic	  
algorithm	   that	   would	   allow	   the	   identification	   of	   patients	   with	   melanoma	   who	   are	  
candidates	   to	   treatment	   with	   selective	   inhibitors	   by	   the	   use	   of	   quick	   and	   accesible	  
techniques.	  
The	  specific	  objectives	  proposed	  are:	  
-­‐	   To	   examine	   the	   intra	   and	   intertumoral	   heterogeneity	   of	   the	  BRAFV600E	  mutation	   in	  
melanoma.	  
-­‐	  To	  correlate	  the	  results	  of	  the	  mutational	  status	  of	  BRAFV600E	  with	  clinicopathological	  
features	  of	  primary	  cutaneous	  melanomas.	  
-­‐	   To	   validate	   two	   diagnostic	   techniques	   to	   study	   BRAFV600E	   mutation	  
(immunohistochemistry	   and	   real	   time-­‐PCR)	   and	   their	   combination	   for	   the	   design	   a	  
diagnostic	  algorithm.	  
-­‐	  To	  determine	  the	  influence	  of	  the	  BRAFV600E	  mutation	  in	  patient	  prognosis	  
MATERIALS	  AND	  METHODS	  
A	   total	   of	   146	   samples	   (primary	   cutaneous	   melanomas	   and	   metastases)	   from	   the	  
Department	   of	   Pathology,	  Hospital	  Universitario	   12	   de	  Octubre	  were	   retrospectively	  
collected	  for	  the	  present	  study.	  
The	   tumor	   samples	   were	   62	   primary	   melanomas,	   42	   cutaneous,	   lymph	   node	  
metastasis	   and	   5	   visceral	  metastases.	   A	   parallel	   study	  was	   conducted.	   Both	   primary	  
and	   metastatic	   melanomas	   were	   analyzed	   using	   two	   qualitative	   techniques	   cobas®	  
4800	   BRAF	   V600	   Mutation	   Test	   and	   immunohistochemical	   expression	   of	   BRAFV600E	  
antibody	  protein	  through	  VE1.	  
Finally,	  discordant	  cases,	   that	   is,	   those	   in	  which	   the	  mutation	  was	  not	  maintained	   in	  
primary	  and	  metastatic	  melanomas	  with	  the	  two	  techniques	  were	  subjected	  to	  direct	  
sequencing	  of	  BRAF	  exon	  15	  as	  the	  gold	  standard	  technique.	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RESULTS	  
1.	   Inter-­‐tumoral	  heterogeneity	   among	  paired	  melanoma	   tumors	  by	  qRT-­‐PCR	  analysis	  
(Cobas®	  4800	  BRAF	  V600	  Mutation	  Test).	  
The	  BRAFV600	  mutation	  was	  detected	  in	  51.61%	  of	  primary	  melanomas	  and	  57.14%	  of	  
metastases.	  in	  16.12%	  of	  the	  cases,	  a	  discordant	  pattern	  was	  seen.	  
2.	  Intertumoral	  homogeneity	  between	  primary	  and	  metastatic	  melanoma	  form	  paired	  
by	  IHC	  
All	   of	   the	   paired	   samples	   exhibited	   a	   consistent	   expression	   pattern	   of	   the	   BRAFV600E	  
mutation	  according	  to	  IHC	  analysis.	  
3.	   Concordance	   between	   two	  methods:	   Cobas®	   4800	   BRAF	   V600	  Mutation	   Test	   and	  
IHC.	  Gold	  standard	  test:	  Direct	  sequencing	  (Sanger®)	  
Discrepancies	   between	   the	   qRT-­‐PCR	   and	   IHC	   tecniques	   were	   subjected	   to	   direct	  
sequencing	   (Sanger®)	   of	   the	   BRAF	   gene	   for	   exon	   15.	   Three	   IHC	   negative	   cases	  
BRAFV600K	  harbored	  the	  mutation.	  Of	  the	  146	  samples,	  8	  are	  V600K	  (5.29%).	  All	  these	  
cases	   are	   negative	   by	   IHC,	  while	   qRT-­‐PCR	  detected	   4	   of	   the	   8,	   a	   primary	  melanoma	  
(No.	  30)	  and	  three	  metastases	  (number:	  40,	  42).	  
4.	  Intra-­‐tumoral	  homogeneity	  of	  BRAFV600E	  	  expression	  by	  IHC	  analysis.	  
All	   cases	   showed	   BRAFV600E	   protein	   expression	   consistent	   across	   the	   surface	   of	   the	  
assessed	  tumor	  preparations.	  
5.	  Clinicopathological	  featutes	  of	  BRAFV600	  -­‐mutated	  tumors.	  
-­‐	  The	  BRAF	  mutation	  was	  detected	  in	  60.96%	  of	  the	  analyzed	  tumors.	  
-­‐	   The	  median	   age	   at	   diagnosis	   of	   patients	  with	  BRAF	  mutation	   at	   the	   diagnosis	  was	  
lower	  compared	  to	  those	  patients	  without	  mutation.	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-­‐	  The	  most	  common	  location	  associated	  with	  melanoma	  harboring	  BRAF	  mutation	  was	  
the	  trunk.	  
-­‐	   The	  most	   common	   histological	   subtype	   of	  melanoma	  with	  BRAF	  mutational	   status	  
was	  positive	  superficial	  spreading	  melanoma	  (SSM).	  
6.	   Comparison	   of	   IHC	   with	   the	   cobas®	   4800	   BRAFV600	   Mutation	   Test	   for	   BRAFV600E	  
mutation	  detection.	  
-­‐	  The	  sensitivity	  of	  VE1	  antibody	  	  was	  95.78%,	  and	  specificity,	  83.87%.	  
-­‐	  The	  kappa	  coefficient	  for	  detecting	  the	  mutation	  V600E,	  excluding	  cases	  with	  V600K	  
mutations,	  was	  0.834	  (Excellent).	  
7.	  Analysis	  of	  overall	  survival	  and	  disease-­‐free	  survival	  
The	  presence	  of	  BRAF	  mutation	  has	  not	  proven	  to	  be	  an	  independent	  prognostic	  factor	  
for	  overall	  survival,	  or	  for	  disease-­‐free	  survival	  in	  our	  sample.	  
CONCLUSIONS:	  
1.	   The	   presence	   of	   the	   BRAFV600	   mutation	   was	   observed	   in	   61.29%	   of	   primary	  
melanomas	   in	   our	   series,	   and	   its	   clinicopathological	   profile	   showed	  a	   predominantly	  
superficial	  spreading	  melanoma,	  located	  in	  the	  trunk	  and	  in	  younger	  patients.	  
2.	   The	   study	   of	   BRAFV600E	   mutation	   in	   paired	   samples	   of	   primary	   and	   metastatic	  
melanomas	   samples	   by	   qRT-­‐PCR	   and	   antibody	   VE1,	   demonstrated	   intertumoral	  
homogeneity.	  
3.	  The	  protein	  expression	  of	  BRAFV600E	  by	  immunohistochemistry	  was	  homogeneous	  in	  
all	  cases.	  We	  observed	  no	  intratumoral	  heterogeneity	  in	  BRAFV600E	  mutation.	  
4.	   IHC	  with	  VE1	  antibody	  is	  a	  useful	  tool	  with	  high	  sensitivity	  (95.78%)	  and	  specificity	  
(83.87%)	   for	   the	   detection	   of	   protein	   BRAFV600E	   protein,	   when	   compared	   with	   to	   a	  
molecular	  technique,	  such	  as	  qRT-­‐PCR	  (Cobas®	  4800	  BRAF	  V600	  Mutation	  Test).	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5.	  The	  presence	  of	  the	  BRAFV600E	  mutation	  in	  patients	  with	  metastatic	  melanoma	  is	  not	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1. INTRODUCCIÓN	  
1.1. Aspectos	  históricos	  del	  melanoma	  
El	  cáncer	  de	  piel	  es	  el	  más	  frecuente	  de	  todos	  los	  tipos	  de	  cáncer,1	  siendo	  el	  melanoma	  
la	   neoplasia	   más	   agresiva	   de	   la	   piel.	   El	   melanoma	   es	   una	   neoplasia	   de	   origen	  
neuroectodérmico,	   con	   diferenciación	   melanocítica	   que	   puede	   aparecer	   de	   novo	  
(menos	  del	  30%)	  en	  la	  capa	  basal	  de	  la	  epidermis	  y	  con	  menor	  frecuencia	  en	  la	  dermis,	  
o	  asociada	  a	  una	  lesión	  melánica	  benigna	  preexistente.2	  La	  incidencia	  y	   la	  mortalidad	  
del	  melanoma	  han	   aumentando	   de	   forma	  progresiva	   en	   las	   últimas	   décadas.3	   Se	   ha	  
convertido	  en	  un	  problema	  importante	  para	  la	  salud	  pública	  debido	  a	  su	  gran	  letalidad,	  
al	   aumento	   de	   su	   incidencia	   y	   a	   la	   resistencia	   a	   los	   tratamientos.	   Hasta	   2011,	   los	  
tratamientos	  no	  habían	  demostrado	  un	  aumento	  de	  la	  supervivencia	  global.	  A	  partir	  de	  
esta	   fecha,	  el	  panorama	  ha	  cambiado	  gracias	  a	   los	  avances	  en	  el	  conocimiento	  de	   la	  
biología	  del	  melanoma	  y	  a	  las	  nuevas	  terapias.4,5	  
La	   primera	   referencia	   sobre	   melanoma	   de	   la	   historia	   se	   recoge	   en	   el	   Papiro	   Ebers	  
(1500	   A.C.)	   y	   posteriormente,	   es	   Hipócrates,	   en	   el	   quinto	   siglo	   A.C.,	   quien	   describe	  
“tumores	   fatales	   negros	   con	  metástasis”.	   La	   palabra	  melanoma	   proviene	   del	   griego:	  
mélas	   “negro”	   y	   el	   sufijo	   “oma”	   que	   significa	   tumor.	   La	   descripción	   inicial	   de	  
melanoma	  como	  enfermedad	  se	  la	  debemos	  a	  René	  Laennec,	  quien	  la	  desarrolló	  en	  su	  
artículo	  “The	  melanosis”.	  
En	   1.820,	   William	   Norris	   presentó	   una	   familia	   con	   múltiples	   nevus,	   algunos	   de	   los	  
miembros	   con	   lesiones	   metastásicas,	   y	   sugirió	   el	   carácter	   hereditario	   de	   algunos	  
melanomas.	  El	  término	  melanoma	  fue	  propuesto	  por	  primera	  vez	  por	  Robert	  Carswell	  
(1.838),	   y	   en	   1.890,	   Jonathan	   Hutchinson	   describió	   el	   lentigo	   maligno	   que	   lleva	   su	  
nombre.	   En	   1.907,	   William	   Sampson	   Handley	   estudió	   las	   vías	   anatómicas	   de	   la	  
diseminación	  del	  melanoma	  y	  la	  extensión	  linfática	  centrífuga.	  En	  2006,	  Leboit	  y	  cols.	  
publicaron	   la	   primera	   clasificación	   de	   la	   World	   Health	   Organization	   (WHO.	  
Classification	  of	  skin	  tumors).6	  
Las	  opciones	  terapéuticas	  para	  estos	  pacientes	  han	  sido	  hasta	  ahora	  muy	  limitadas.	  La	  
dacarbazina	   (DTIC)	   aprobada	   en	   melanomas	   metastásicos	   y	   el	   interferón	   para	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melanomas	  de	  alto	  el	  riesgo	  de	  recidiva	  han	  sido	  prácticamente	  las	  únicas	  elecciones	  
terapéuticas.	  En	   la	  última	  década,	  gracias	  al	   conocimiento	  molecular	  de	   la	  patogenia	  
del	  melanoma,	  las	  expectativas	  de	  esta	  enfermedad	  han	  cambiado.	  El	  descubrimiento	  
de	  las	  formas	  oncogénicas	  de	  RAF	  y	  RAS	  fueron	  clave	  para	  el	  conocimiento	  de	  la	  vía	  de	  
señalización	   intracelular	  MAPK	  (mitogen-­‐activated	  protein	  kinase).	  La	  función	  de	  esta	  
cascada	  de	  transducción	  de	  señales,	  es	  propagar	  la	  fosforilación	  al	  interior	  del	  núcleo	  
de	   la	  célula	  provocando	   la	  proliferación,	  el	   	  crecimiento	  celular	  y	  angiogénesis.7-­‐9	  Los	  
estudios	   en	   líneas	   celulares	   y	   muestras	   de	   tumores	   no	   cultivados	   demostraron	   una	  
mutación	  recurrente	  en	  el	  exón	  15	  T1796A	  (conocido	  como	  T1799A	  en	  la	  secuencia	  de	  
BRAF	  corregido)	  de	   la	  v-­‐raf	  murino	  del	  sarcoma	  viral	  homólogo	  de	  oncogén	  B	  (BRAF)	  
que	  produce	  la	  sustitución	  de	  valina	  por	  ácido	  glutámico	  en	  la	  posición	  600	  (V600E)	  en	  
la	   quinasa	  BRAF.9,10	   Las	   tres	   proteínas	   RAF	   funcionales	   en	   los	   seres	   humanos:	  ARAF,	  
BRAF,	   y	   CRAF	   fueron	   descubiertas	   en	   1986,	   1988,	   y	   1984,	   respectivamente,	   y	   son	  
dependientes	   de	   la	   fosforilación.11	   En	   2002,	   BRAF	   fue	   descubierto	   como	   oncogén	  
humano.9	  La	  forma	  V600E	  se	   identificó	  en	  el	  50%	  de	  melanomas,	  el	  15%	  de	  tumores	  
tiroideos,	  y	  el	  8%	  de	  tumores	  de	  colon,	  entre	  otros.	  
Las	   expectativas	   en	   el	   tratamiento	   del	   melanoma	   con	   la	   aparición	   de	   terapias	  
moleculars,	  están	  cambiando	   la	  evolución	  de	  este	  cáncer.	  El	  primer	   inhibidor	  RAF	  en	  
ensayos	   clínicos	   de	   cáncer	   fue	   sorafenib.12	   Los	   resultados	   in	   vitro	   fueron	   bastante	  
prometedores,	   pero	   en	   líneas	   celulares	   y	   en	   estudios	   clínicos	   en	   monoterapia	   no	  
cumplieron	   con	   las	   expectativas.13	   En	   marzo	   de	   2011,	   se	   aprobó	   ipilimumab	   por	   la	  
FDA,	   para	   tratar	   a	   pacientes	   con	  melanoma	   diseminado.	   En	   noviembre	   de	   2012,	   la	  
Unión	   Europea	   (UE)	   aprobó	   ipilimumab	   para	   el	   tratamiento	   de	   segunda	   línea	   del	  
melanoma	  metastásico.	   En	   agosto	   de	   2011,	   la	   Food	   and	   Drug	   Administration	   (FDA)	  
aprobó	  vemurafenib,	  inhibidor	  selectivo	  de	  BRAF,	  y	  en	  febrero	  de	  2012	  hizo	  lo	  propio	  
la	  European	  Medicines	   Agency	   (EMA).	   La	   FDA	   aprobó	   en	  mayo	   de	   2013	   dos	   nuevos	  
medicamentos	  dabrafenib,	  inhibidor	  de	  BRAF,	  y	  trametinib,	  inhibidor	  de	  MEK	  (Tabla	  1).	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Tabla	  1.	  	  HISTORIA	  MOLECULAR	  DEL	  MELANOMA	  
	  
- 1983.	  V-­‐Raf	  oncogén	  de	  sarcoma	  murino	  viral	  homólogo	  B1	  
- 1984.	  CRAF	  es	  una	  serina/treonina	  quinasa	  
- 1986.	  ARAF	  
- 1988.	  BRAF	  
- 1992.	  RAF	  activa	  MAPK	  (MEK)	  
- 1993.	  RAS-­‐GPT	  activa	  RAF	  
- 2002.	  BRAF	  se	  identificó	  como	  oncogén	  humano	  
- 2004.	  Se	  determinó	  la	  estructura	  cristalina	  del	  dominio	  quinasa	  BRAF	  
- 2005.	  Sorafenib	  fue	  aprobado	  por	  la	  FDA	  para	  carcinoma	  renal	  avanzado	  
- 2006.	  Se	  inició	  la	  fase	  I	  de	  PLX4032	  (vemurafenib)	  
- 2011.	  Vemurafenib	  fue	  aprobado	  por	  la	  FDA	  para	  el	  tratamiento	  de	  melanoma	  metastásico	  
- 2012.	  Vemurafenib	  fue	  aprobado	  en	  Europa	  
	  
1.2. Epidemiología	  global	  y	  nacional	  
El	   melanoma	   es	   el	   cáncer	   de	   piel	   de	   mayor	   mortalidad.14	   Su	   incidencia	   continúa	  
aumentando,	  entre	  un	  3-­‐7%	  al	  año	  en	  la	  población	  de	  raza	  caucásica.15,16	  La	  incidencia	  
global	  es	  de	  213.000	  casos	  nuevos	  por	  año	  y	  de	  27.000	  muertes	  anuales	   (2015).17	  El	  
melanoma	   representa	  el	   1,6%	  de	   los	   tumores	  malignos	  ocupando	   la	  19ª	  posición.	   El	  
National	   Cancer	   Institute	   (NCI)	   estimó	   que	   76.690	   estadounidenses	   serían	  
diagnosticados	  de	  melanoma	  y	   9.480	  morirían	  de	   la	   enfermedad	  en	  2013.	   La	  mayor	  
incidencia	  se	  halló	  en	  Queensdland	  (Australia)	  con	  56	  casos	  por	  100.000	  habitantes	  en	  
hombres	  y	  41	  casos	  en	  mujeres.4	  En	  Europa,	  la	  incidencia	  anual	  de	  melanoma	  es	  de	  14	  
casos/100.000	  habitantes,	  con	  casi	  70.000	  casos	  nuevos	  cada	  año	  siguiendo	  un	  claro	  
gradiente	  norte-­‐sur,	  con	  lo	  que,	  los	  países	  de	  la	  cuenca	  mediterránea	  tienen	  unas	  tasas	  
inferiores	  de	  melanoma.	  
En	   España,	   los	   datos	   publicados	   en	   noviembre	   de	   2013	   por	   el	   Registro	   Nacional	   de	  
Melanoma	  cutáneo	  (RNMC),	  	  mostraban	  13.628	  melanomas	  comunicados	  desde	  1997,	  
fecha	   de	   formación	   de	   este	   comité	   hasta	   2011.	   La	   edad	   media	   de	   diagnóstico	   se	  
establecía	   en	   57	   años	   en	   varones,	   y	   56,5	   años	   en	   mujeres.	   La	   localización	   más	  
frecuente	  era	  el	  tronco	  (37,1%),	  seguida	  de	  las	  extremidades	  inferiores	  (27,3%).	  El	  tipo	  
clínico-­‐patológico	   más	   frecuente	   fue	   el	   melanoma	   de	   extensión	   superficial	   (MES)	  
(62,6%).18	  Las	  provincias	  con	  tasas	  más	  elevadas	  fueron	  Granada	  y	  Navarra.	  España	  fue	  
el	  país	  europeo	  con	  menores	  tasas	  de	  incidencia.	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En	  las	  áreas	  de	  alto	  riesgo	  (América	  del	  Norte,	  Australia	  y	  Nueva	  Zelanda),	  se	  ha	  visto	  
una	  tendencia	  a	  la	  estabilización,	  probablemente	  justificada	  por	  el	  cambio	  en	  hábitos	  
de	   exposición	   solar	   debido	   al	   incremento	   de	   la	   educación	   sanitaría	   en	   estos	   países	  
(campañas	   informativas,	   prohibición	   de	   cabinas,	   …).4,19	   En	   Europa,	   la	   incidencia	  
aumenta	   a	   un	   ritmo	   mayor	   que	   el	   de	   cualquier	   tumor	   sólido.	   Aunque	   las	   tasas	   de	  
mortalidad	  están	  descendiendo	  gracias	  al	  diagnóstico	  en	  estadios	  iniciales.	  	  
El	   tratamiento	  precoz	  es	  esencial	  en	  el	  pronóstico	  de	   la	  enfermedad,	  ya	  que	  hasta	   la	  
fecha,	  las	  terapias	  en	  su	  estadio	  avanzado	  son	  limitadas.	  	  La	  supervivencia	  a	  largo	  plazo	  
en	   pacientes	   con	   metástasis	   a	   distancia	   es	   menor	   del	   10%	   (NCCN	   2013).	   La	  
supervivencia	  media	  en	  pacientes	  con	  melanoma	  en	  estadio	  IV	  es	  de	  8	  a	  18	  meses.	  En	  
Estados	  Unidos	  el	  año	  pasado,	  se	  proyectaron	  8.700	  muertes	  por	  melanoma,	  con	  una	  
tasa	  estimada	  de	  mortalidad	  de	  2,6	  por	  100.000.	  	  
La	  detección	  de	  los	  grupos	  de	  riesgo	  para	  el	  diagnóstico	  de	  melanoma	  es	  fundamental,	  
con	   el	   fin	   de	   aplicar	   medidas	   preventivas	   dirigidas	   a	   la	   detección	   temprana	   de	   la	  
enfermedad	  y	  corregir	  aquellos	  factores	  de	  riesgo	  modificables	  (Tabla	  2).	  	  
Tabla	  2.	  FACTORES	  DE	  RIESGO	  EN	  EL	  MELANOMA	  
	  
- Historia	  personal	  y	  familiar	  de	  melanoma	  
- Fototipos	  I-­‐II	  
- Múltiples	  nevus	  (más	  de	  50)	  
- Síndrome	  de	  nevus	  atípico	  familiar	  
- Antecedentes	  de	  quemaduras	  solares	  intensas	  en	  la	  infancia	  
- Factores	  externos:	  exposición	  a	  radiación	  UV,	  utilización	  de	  cabinas	  de	  bronceado	  
- Inmunosupresión	  (VIH,	  quimioterapia,	  trasplante)	  
- Genodermatosis	  con	  potencial	  carcinogénico	  (Xeroderma	  pigmentoso)	  
- Factores	  genéticos:	  MC1R,	  CDKN2A,…	  
	  
Los	  factores	  de	  riesgo	  que	  dependen	  del	  individuo	  son:	  	  
- Historia	   de	  melanoma	   previo	   (1-­‐12%	   de	   los	   individuos	   desarrollarán	   un	   segundo	  
melanoma)	  e	  historia	  familiar	  de	  melanoma.	  
- Número	   total	   de	   nevus	   melanocíticos	   y	   presencia	   de	   nevus	   displásicos	   (los	  
pacientes	   con	   síndrome	   de	   nevus	   atípico	   familiar,	   tienen	   mayor	   riesgo	   de	  
desarrollar	  un	  melanoma	  en	  comparación	  con	  la	  población	  general).	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- Presencia	  de	  nevus	  congénitos	  gigantes.	  Se	  ha	  descrito	  que	  estas	  lesiones	  pueden	  
desarrollar	   un	  melanoma	  hasta	   en	  un	  5%	  de	   los	   casos.	   En	   los	   nevus	  pequeños	   y	  
medianos,	  la	  transformación	  es	  más	  controvertida.	  	  
- Presencia	   de	   Xeroderma	   pigmentoso,	   una	   enfermedad	   autosómica	   recesiva,	  
debida	  a	  un	  defecto	  en	  la	  reparación	  de	  ADN,	  en	  la	  que	  la	  radiación	  UV	  aumenta	  el	  
riesgo	  de	  padecer	  melanoma.	  	  
- Otros	   factores	   como	   la	   inmunosupresión	   por	   diferentes	   causas	   (enfermedades,	  
quimioterapia,	  trasplante,	  VIH,	  ..).	  	  
Un	   segundo	   grupo	   son	   los	   factores	   externos,	   y	   entre	   ellos	   la	   radiación	   UV	  
proporcionada	  por	  la	  exposición	  solar	  que	  ejerce	  una	  acción	  directa	  mutágena	  sobre	  el	  
melanocito.20-­‐22	   Esta	   radiación	   afecta	   de	   forma	   individual,	   según	   las	   características	  
fenotípicas	   de	   cada	   individuo	   (color	   de	   pelo,	   ojos,	   …).	   La	   utilización	   de	   cabinas	   de	  
bronceado	   también	   ha	   demostrado	   un	   aumento	   de	   riesgo	   de	  melanoma,	   carcinoma	  
epidermoide	  y	  carcinoma	  basocelular.	  
Un	  tercer	  grupo	  son	  los	  factores	  genéticos	  (Tabla	  2).	  Entre	  un	  6-­‐12%	  de	  los	  melanomas	  	  
presentan	   un	   patrón	   familiar.23	   Se	   han	   identificado	   genes	   que	   se	   relacionan	   con	  
susceptibilidad	   aumentada	   para	   el	   desarrollo	   de	  melanoma.	   Así,	   existen	  mutaciones	  
que	  se	  caracterizan	  por	  expresarse	  con	  alta	  penetrancia,	  pero	  tienen	  baja	  prevalencia	  
en	  la	  población	  general,	  y	  otras,	  cuyas	  variedades	  o	  polimorfismos	  son	  más	  frecuentes,	  
pero	  tienen	  menor	  penetrancia.	  	  
- En	  los	  genes	  de	  baja	  penetrancia,	  uno	  de	  los	  más	  relevantes	  es	  el	  gen	  del	  receptor	  
de	   la	   melanocortina	   (MC1R)	   que	   se	   localiza	   en	   el	   extremo	   telomérico	   del	  
cromosoma	  16q24.3,24	  y	  codifica	  un	  receptor	  transmembrana	  acoplado	  a	  proteína	  
G	  expresado	  por	  muchos	  tipos	  celulares,	  incluidos	  los	  melanocitos	  de	  la	  piel.	  MC1R	  
es	   el	   receptor	   de	   péptidos	   sintetizados	   en	   la	   glándula	   pituitaria,	   derivados	   de	   la	  
propiomelanocortina,	  como	  la	  MSH	  y	  ACTH.	  Ambos	  se	  unen	  con	  la	  misma	  afinidad	  
a	  MC1R,	  activando	  una	  adenilciclasa	  que	  incrementa	  la	  producción	  intracelular	  de	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monofosfato	   de	   adenosina	   cíclico	   (AMPc).	   Este	   favorece	   la	   transcripción	   y	  
traducción	   de	   tirosinasa,	   y	   de	   esta	   manera,	   la	   síntesis	   fotoprotectora	   de	  
eumelanina	   y	   la	   proliferación	   melanocítica.	   Numerosos	   polimorfismos	   del	   gen	  
MC1R	  se	  han	  aislado	  en	  la	  población	  mundial,	  sobre	  todo	  en	  la	  raza	  caucásica.25	  
- Los	   genes	   de	   alta	   penetrancia,	   se	   detectan	   en	   familias	   con	   varios	  miembros	   con	  
melanoma.	   Estos	   genes	   tienen	   un	   papel	   muy	   reducido	   en	   la	   mayoría	   de	   la	  
población	   susceptible	   al	   melanoma.	   El	   melanoma	   familiar	   se	   define	   como	   la	  
presencia	  de	  dos	  familiares	  de	  primer	  grado	  afectados	  de	  melanoma,	  o	  de	  más	  de	  
dos	   si	   son	   de	   segundo	   grado.	   Esta	   definición	   de	   melanoma	   familiar,	   no	   está	  
consensuada	  hasta	   la	   fecha	  actual.26	  El	  primero	  y	  más	   importante	  de	  estos	  genes	  
de	  alta	  penetrancia	  es	  el	  gen	  CDKN2A,	  localizado	  en	  el	  cromosoma	  9p21.	  Este	  locus	  
tiene	   la	   particularidad	   de	   transcribir	   dos	   proteínas	   de	   forma	   alternante.	   Por	   un	  
lado,	   es	   responsable	   de	   la	   codificación	   de	   p16,	   proteína	   de	   16	   kDa	   de	   peso	  
molecular,	  que	  interviene	  en	  el	  control	  del	  ciclo	  y	  la	  apoptosis	  celular.	  El	  segundo	  
producto	  de	  este	   locus,	   es	  p14	  ARF,	   cuyo	  papel	   es	   regular	  el	   ciclo	   celular	  pero	  a	  
través	   de	   una	   vía	   dependiente	   de	   p53.	   La	   proteína	   p16	   se	   une	   e	   inhibe	  
competitivamente	  a	   las	  quinasas	  dependientes	  de	   ciclina	   (CDK)	  4	   y	  6,	  por	   lo	  que	  
también	  aparece	  en	  la	  literatura	  médica	  como	  INK4a	  (inhibidor	  de	  la	  quinasa	  4a)	  o	  
p16INK4a.	   De	   esta	  manera	   se	   impide	   la	   formación	   del	   complejo	   constituido	   por	   la	  
unión	  de	  CDK4	  y	  la	  ciclina	  D1,	  complejo	  necesario	  para	  la	  transición	  desde	  la	  fase	  
G1	  a	  la	  fase	  S	  del	  ciclo	  celular	  mediante	  la	  fosforilación	  e	  inactivación	  del	  producto	  
del	  gen	  del	  retinoblastoma.	  
	  
	  





Tabla	   3.	  Genes	  asociados	  a	  mayor	   riesgo	  de	  melanoma	  hereditario.	  Modificado	  de	  Thompson	  y	  cols.	   (2009).27	  Cr:	  
cromosoma;	  P.:	  penetrancia;	  Fr.:	  Frecuencia	  (población)	  
	  
1.3. Clasificación,	  características	  clínico-­‐patológicas	  y	  genéticas	  del	  melanoma	  
La	   clasificación	   inicial	   de	  melanoma	   fue	   propuesta	   por	   Clark	   en	   1973,	   basada	   en	   el	  
patrón	  histopatológico,	   la	   localización	  del	   tumor,	  el	   tipo	  de	  exposición	  a	   la	   radiación	  
UV,	  y	  la	  forma	  de	  crecimiento	  (fase	  de	  crecimiento	  radial	  y	  vertical).28	  Clark	  distinguió	  
cuatro	  tipos	  principales	  de	  melanoma:	  
-­‐	  Melanoma	  de	  extensión	  superficial	  (MES),	  el	  más	  frecuente	  en	  la	  raza	  caucásica	  (60-­‐
75%),	   con	   una	   edad	  media	   de	   aparición	   entre	   la	   4ª-­‐5ª	   década	   de	   vida.	   Las	   lesiones	  
suelen	   ser	   circunscritas,	   de	   crecimiento	   asimétrico,	   adquiere	   diferentes	   colores	   y	  
tonalidades.	   Se	   caracteriza	  por	  presentar	  una	   fase	  de	   crecimiento	  primero	   radial	   y	   a	  
continuación	  vertical,	  con	  un	  patrón	  pagetoide.	  
-­‐	  Melanoma	  nodular	  (MN),	  es	  el	  segundo	  en	  frecuencia	  en	  la	  raza	  caucásica	  (10-­‐25%),	  
sobre	  todo	  en	  varones	  y	  la	  localización	  más	  habitual	  es	  la	  espalda.	  La	  imagen	  clínica	  es	  
una	   lesión	   papulosa	   de	   rápido	   crecimiento,	   a	   veces	   con	   escaso	   componente	  
pigmentario.	  En	  su	  evolución,	  puede	  ulcerarse	  y	  sangrar.	  Estas	  lesiones	  por	  definición	  
sólo	  presentan	  fase	  de	  crecimiento	  vertical.	  
-­‐	   Lentigo	   maligno	   melanoma	   (LMM),	   corresponde	   al	   5-­‐10%	   de	   los	   melanomas,	  
localizado	  en	  áreas	  de	  exposición	  solar	  crónica,	  en	  personas	  mayores	  (7ª-­‐8ª	  décadas	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de	   vida).	   La	   fase	   de	   crecimiento	   radial	   es	  muy	   prolongada	   y	  muestra	   un	   patrón	   de	  
crecimiento	  lentiginoso.	  
-­‐	  Melanoma	  lentiginoso	  acral	  (MLA)	  representa	  el	  5-­‐10%	  de	  los	  melanomas	  de	  la	  raza	  
caucásica	   y	   es	   el	   más	   frecuente	   en	   la	   raza	   negra.	   El	   patrón	   histopatológico	   es	  
característicamente	  lentiginoso.	  
En	  el	  año	  2005,	  el	  grupo	  de	  Bastian	  y	  cols.	  demostró	  la	  existencia	  de	  relación	  entre	  los	  
distintos	  tipos	  de	  melanoma	  con	  la	  exposición	  solar	  y	  los	  avances	  genéticos	  recientes	  
en	   biología	   molecular.	   Maldonado	   y	   cols.,	   en	   una	   muestra	   de	   115	   melanomas	  
primarios,	  obtuvieron	  que	  la	  frecuencia	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF	  era	  mayor	  en	  sujetos	  
con	  exposición	   solar	   intermitente.29	   Sasaki	   y	   cols.,	   en	  un	  estudio	  en	   líneas	   celulares,	  
detectaron	   la	  mutación	   de	  BRAFV599E	   en	   el	   26%	  de	   los	  melanomas.	   La	   frecuencia	   de	  
mutación	   entre	   los	   cuatro	   subtipos	   histológicos	   fue	   50%	   en	   MES,	   y	   33%	   en	   MLA,	  
mientras	  que	  ninguno	  de	   los	   lentigos	  malignos,	  melanoma	  nodulares	  y	  melanoma	  de	  
mucosa	  la	  presentaban.30	  Lang	  y	  cols.,	  trataron	  de	  relacionar	  las	  bases	  genéticas	  con	  la	  
clasificación	  clásica	  mediante	  el	  estudio	  de	  la	  mutación	  en	  el	  exón	  15	  del	  gen	  BRAF	  y,	  
demostraron	  que	   la	  mayoría	  de	   las	  mutaciones	  de	  BRAF	  se	  hallaban	  en	  MES	  y	  MN.31	  
Curtin	   y	   cols.,	   analizaron	   la	   mutación	   de	   BRAF	   y	   NRAS	   en	   126	   melanomas.	   Los	  
dividieron	   en	   cuatro	   grupos:	   30	   melanomas	   asociados	   a	   daño	   solar	   crónico,	   40	  
melanomas	  de	  pacientes	  con	  exposición	  solar	  intermitente,	  36	  melanomas	  acrales	  y	  20	  
melanomas	  de	  mucosa.	   Encontraron	  diferencias	   significativas	  en	   la	   frecuencia	  de	   los	  
cambios	  regionales	  en	  el	  número	  de	  copias	  de	  ADN	  y	  las	  frecuencias	  de	  mutación	  en	  
BRAF	  entre	  los	  cuatro	  grupos	  de	  melanomas.32	  	  
Liu	  y	  cols.,	  valoraron	  las	  características	  clínico-­‐patológicas	  de	  los	  melanomas	  invasivos	  
primarios	   que	   contenían	   la	  mutación	  BRAFT1799A	   en	   una	  muestra	   de	   251	  melanomas	  
primarios	   invasivos.	   La	   mutación	   se	   encontró	   en	   112	   (45%)	   de	   los	   melanomas:	   la	  
mayoría	  correspondían	  a	  MES,	  eran	  pigmentados,	  con	  escasos	  signos	  de	  daño	  actínico	  
(queratosis	  solares,	  lentigos	  solares),	  estaban	  localizados	  en	  el	  tronco	  o	  extremidades,	  
con	  un	  alto	  nivel	  de	  exposición	  a	  la	  percepción	  subjetiva	  de	  sol	  en	  la	  infancia,	  eran	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menores	   de	   50	   años,	   mostraban	   un	   espesor	   tumoral	   bajo,	   bajo	   índice	   mitótico	   y	  
puntuación	   baja	   de	   Ki67	   y	   PH3.	   Los	   melanomas	   de	   piel	   con	   daño	   solar	   crónico	  
mostraron	   características	   moleculares	   diferentes	   a	   los	   que	   surgían	   en	   piel	  
fotoexpuesta	   de	   forma	   intermitente.33	   Estas	   características	   podrían	   determinar	   el	  
comportamiento	  del	  tumor	  y	  el	  potencial	  de	  respuesta	  a	  los	  nuevos	  medicamentos.27	  
Los	  melanomas	  en	  piel	  crónicamente	  dañada	  por	  el	  sol,	  	  piel	  acral,	  y	  mucosas	  portaban	  
mutaciones	  de	  KIT	  en	  el	  30%	  de	  los	  casos	  y	  mutaciones	  de	  BRAF	  en	  sólo	  el	  15%.32,34	  La	  
mutación	   de	  NRAS	  ocurría	   en	   aproximadamente	   el	   15%	   de	   los	  melanomas,	   pero	   no	  
parece	   estar	   asociada	   a	   daño	   solar	   crónico	   o	   al	   área	   anatómica.32	   Viros	   y	   cols.,	  
correlacionaron	  las	  características	  histomorfológicas	  conocidas	  y	  el	  estado	  mutacional	  
de	   302	   melanomas	   cutáneos	   primarios.	   Demostraron	   que	   los	   melanomas	   con	  
mutaciones	  de	  BRAF	  mostraban:	  engrosamiento	  de	  la	  epidermis,	  extensión	  pagetoide	  
con	  formación	  de	  nidos	  de	  melanocitos	  intraepidérmicos,	  demarcación	  clara	  de	  la	  piel	  
circundante,	  y	  células	  tumorales	  más	  redondas,	  grandes	  y	  pigmentadas.	  Un	  subgrupo	  
de	   este	   estudio	   mostró	   un	   patrón	   metastásico	   diferente,	   con	   mayor	   tendencia	   a	  
metastatizar	  a	  ganglios	   linfáticos	  regionales.35	  Long	  y	  cols.,	  estudiaron	  la	  frecuencia	  y	  
tipo	  de	  mutaciones	  de	  BRAF	  en	  el	  melanoma	  metastásico	  y	  las	  características	  clínico-­‐
patológicas.	   Obtuvieron	   que	   el	   48%	   de	   los	   pacientes	   tenía	   una	   mutación	   de	   BRAF	  
(V600E:	   74%;	   V600K:	   20%	   	   y	   	   el	   6%	   tenían	   otros	   genotipos).	   Los	   melanomas	   que	  
presentaban	  la	  mutación	  de	  BRAF	  eran	  fundamentalmente	  MES	  y	  MN,	  presentaban	  un	  
mayor	   número	   de	   mitosis,	   eran	   melanomas	   primarios	   únicos,	   la	   ubicación	  
predominante	   era	   el	   tronco,	   y	   la	   edad	   en	   el	   momento	   del	   diagnóstico	   del	   tumor	  
primario	   era	   menor	   de	   50	   años.	   El	   intervalo	   de	   tiempo	   desde	   el	   diagnóstico	   de	  
melanoma	   a	   la	   primera	   metástasis	   a	   distancia	   no	   fue	   significativamente	   diferente	  
entre	   pacientes	   con	   o	   sin	   mutación.	   Sin	   embargo,	   la	   supervivencia	   media	   de	   los	  
pacientes	  con	  melanoma	  metastásico	  fue	  de	  5,7	  meses	  para	  los	  pacientes	  con	  BRAF	  no	  
tratados	  con	  un	  inhibidor	  de	  BRAF,	  y	  8,5	  meses	  para	  los	  pacientes	  sin	  la	  mutación	  de	  
BRAF.	  Por	   lo	  que,	   la	  presencia	  de	  mutación	  de	  BRAF	  no	  tuvo	   impacto	  en	  el	   intervalo	  
libre	   de	   enfermedad	   desde	   el	   diagnóstico	   de	   melanoma	   a	   la	   primera	   metástasis	   a	  
distancia	  y	  sin	  embargo,	  pudo	  haber	  afectado	  la	  supervivencia.36	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Justificado	   por	   la	   existencia	   de	   resultados	   contradictorios	   en	   la	   prevalencia	   y	   las	  
características	  clínico-­‐patológicas	  de	  las	  mutaciones	  de	  BRAF	  y	  NRAS	  en	  el	  melanoma	  
cutáneo	  primario.	  Lee	  y	  cols.,	  a	  través	  de	  un	  metanálisis,	  evaluaron	  la	  frecuencia	  y	   la	  
correlación	  clínico-­‐patológica	  del	  melanoma	  cutáneo.	  Utilizaron	  los	  datos	  de	  estudios	  
publicados	  entre	  1989	  y	  2010.	  Las	  mutaciones	  de	  BRAF	  y	  NRAS	  se	   identificaron	  en	  el	  
41%	  y	  el	  18%,	   respectivamente.	   Las	  mutaciones	   se	  asociaban	  con	   la	   localización	  y	  el	  
subtipo	   histológico,	   pero	   no	   con	   la	   edad	   (al	   contrario	   que	   en	   estudios	   previos)	   y	   el	  
sexo.	  La	  mutación	  de	  BRAF	   se	  detectó	  con	  frecuencia	  en	  pacientes	  con	  MES	  y	  en	   los	  
melanomas	   en	   áreas	   de	   exposición	   solar	   intermitente.	   La	   mutación	   de	   NRAS	   era	  
frecuente	  en	   los	  pacientes	  con	  MN	  y	  en	   los	  melanomas	  de	  piel	  dañada	  por	  el	   sol	  de	  
forma	  crónica.37	  
1.4. Estadificación	  
La	  estadificación	  permite	  identificar	  a	  aquellos	  pacientes	  que	  presentan	  un	  alto	  riesgo	  
de	   desarrollar	   enfermedad	   avanzada,	   protocolizar	   las	   terapias	   y	   ofrecer	   información	  
pronóstica.	   La	  estadificación	  del	  melanoma	   fue	   regulada	  en	  el	  año	  2001,	  en	   la	  Sexta	  
Edición	  del	  Manual	  de	  Estadificacion	  del	  Cáncer,	  en	  una	  muestra	  de	  17.600	  pacientes,	  
por	  el	  American	  Joint	  Committee	  on	  Cancer	  (AJCC).	  El	  sistema	  de	  estadificación	  ha	  de	  
tener	   en	   cuenta	   las	   características	   histológicas,	   biológicas	   y	   anatómicas	   del	   tumor	  
primario,	   sus	   patrones	   de	   crecimiento	   local	   y	   de	   metástasis,	   así	   como	   la	   historia	  
natural	  de	  la	  enfermedad.	  En	  el	  melanoma	  se	  utiliza	  el	  sistema	  TNM	  para	  describir	  la	  
extensión	  anatómica	  de	  la	  enfermedad.	  Se	  basa	  en	  el	  análisis	  del	  tumor	  primario	  (T),	  	  
donde	   se	   valora	   el	   grosor	   mediante	   el	   índice	   de	   Breslow,	   la	   ulceración	   y	   el	   índice	  
mitótico.	   La	   afectación	   de	   ganglios	   regionales	   (N)	   y	   la	   presencia	   de	   metástasis	   a	  
distancia	  (M)	  (Tabla	  4).	  En	  2009,	  se	  revisó	  esta	  clasificación	  y	  se	  amplió	  el	  tamaño	  de	  la	  
muestra	   de	   la	   base	   de	   datos	   de	   melanoma	   y	   se	   agregó	   el	   índice	   mitótico,	   que	  
demostró	  ser	  un	  factor	  pronóstico	  independiente,	  sobre	  todo	  en	  melanomas	  finos	  de	  
menos	  de	  1	  mm.	  Se	  ha	  comprobado	  que	   la	  existencia	  de	  mitosis	  modifica	   la	   tasa	  de	  
supervivencia	  sobre	  todo	  en	  estadios	   IB	   (Tabla	  5).	  Así,	   la	  ausencia	  de	  mitosis	  supone	  
una	  supervivencia	  de	  95%,	  mientras	  que	  con	  la	  presencia	  desciende	  al	  88%.38	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Otro	  tema	  controvertido	  en	  la	  estadificación	  es	  el	  estudio	  del	  ganglio	  centinela	  (GC).	  La	  
biopsia	   del	   GC	   consiste	   en	   la	   extracción	   del	   primer	   ganglio	   linfático	   donde	   drena	   la	  
zona	   de	   piel	   portadora	   del	   melanoma.	   Se	   realiza	   mediante	   la	   inyección	   de	   una	  
sustancia	   radioactiva	   o	   un	   tinte	   azul	   cerca	   del	   tumor.	   Está	   indicado	   en	   todos	   los	  
pacientes	   con	   melanomas	   primarios	   iguales	   o	   superiores	   a	   1,0	   mm	   de	   espesor	   y	  
ganglios	   linfáticos	   regionales	   clínicamente	   normales.	   Aunque	   no	   existe	   consenso,	   se	  
consideraría	  recomendando	  en	  melanomas	  T1	  con	  ulceración	  del	   tumor	  primario,	  un	  
índice	  mitótico	  superior	  o	  igual	  a	  1/mm2,	  y	  nivel	  de	  Clark	  IV/V,	  si	  el	  índice	  de	  Breslow	  
del	   tumor	   es	  mayor	   de	   0,75	  mm.	   Algunos	   autores	   usan	   este	   espesor	   tumoral	   como	  
único	  criterio.	  La	  ulceración,	  el	  índice	  mitótico	  y	  el	  nivel	  de	  Clark	  serían	  relevantes	  en	  
pacientes	  que	  no	  tienen	  una	  significativa	  comorbilidad,	  en	  pacientes	  menores	  de	  40	  a	  
45	   años,	   o	   donde	   el	   índice	   de	   Breslow	   del	   tumor	   primario	   es	   incierto	   debido	   a	   los	  
márgenes	   profundos	   tumorales	   positivos	   en	   la	   muestra	   de	   biopsia.38,39,40	   El	   AJCC	  
Melanoma	   Staging	   Database	   actualizada	   ha	   demostrado	   que	   el	   valores	   elevado	   de	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1.5. Alteraciones	  moleculares	  en	  las	  vías	  de	  transmisión	  de	  señal	  en	  el	  melanoma	  
(Vía	  MAPK)	  
La	  vía	  de	   señalización	   intracelular	  MAPK	   (mitogen-­‐activated	  protein	  kinase),	   también	  
conocida	   como	   vía	   RAS/RAF/MEK/ERK	   está	   encargada	   de	   transducir	   señales	  
provenientes	   de	   la	   activación	   de	   una	   diversidad	   de	   receptores	   de	   factores	   de	  
crecimiento,	  para	  convertirlos	  en	  eventos	  celulares.	  La	  señal	  se	  inicia	  tras	  la	  unión	  de	  
los	   receptores	   de	   la	  membrana	   celular	   con	   su	   ligando.	   Tras	   la	   unión	   de	   los	   ligandos	  
(factores	   de	   crecimiento	   a	   sus	   respectivos	   tirosin-­‐quinasas),	   la	   dimerización	   del	  
receptor	   desencadena	   su	   actividad	   tirosin-­‐quinasa	   intrínseca,	   autofosforilando	  
residuos	   de	   tirosina	   específicos	   de	   la	   porción	   intracelular	   de	   dichos	   receptores.	   Los	  
receptores	  activan	  RAS	  mediante	  el	  reclutamiento	  de	  pequeñas	  proteínas	  adaptadoras	  
citosólicas	  Grb-­‐2	  que	  se	  asocian	  a	  SOS	  (factor	  intercambiador	  de	  nucleótidos	  guanina-­‐
RAS)	  y	  convierte	  la	  proteína	  RAS,	  de	  RAS-­‐GDP	  inactivo	  a	  RAS-­‐GTAP	  activo.	  	  Se	  produce	  
la	  activación	  de	  RAS	  (proteína	  G	  pequeña),	  que	  presenta	  tres	  isoformas	  (NRAS,	  HRAS,	  
KRAS).	  Estos	  forman	  complejos	  con	  proteínas	  RAF,	  y	  su	  forma	  activada	  fosforila	  MEK,	  
que	   es	   una	   quinasa	   serina/treonina	   presente	   en	   dos	   isoformas	   (MEK1	   y	   MEK2).	   La	  
fosforilación	   de	  MEK	   activa	   su	   función	   como	   quinasa,	   cuyo	   sustrato	   es	   ERK	   (MAPK).	  
ERK	  tiene	  dos	  isoformas:	  ERK1	  (o	  MAPK3)	  y	  ERK2	  (o	  MAPK1).	  ERK	  se	  transloca	  al	  núcleo	  
e	  induce	  la	  transcripción	  de	  genes	  relacionados	  con	  el	  crecimiento	  	  como	  c-­‐fos	  y	  c-­‐jun	  
(Fig.	   1).	   Estos	  dos	   factores	  de	   transcripción	   forman	  heterodímeros	  dando	   lugar	   a	  un	  
complejo	  llamado	  AP1	  que	  se	  une	  al	  ADN	  mediante	  secuencias	  consenso.	  AP1	  controla	  
la	  proliferación	  al	  regular	  la	  expresión	  de	  ciclinas	  como	  D1	  y	  de	  proteínas	  reguladoras	  
como	   p53	   e	   inhibidoras	   como	   p21,	   p19	   y	   p16.	   Las	   isoformas	   MAPK	   y	   MEK	   están	  
presentes	  y	  son	  funcionalmente	  redundantes,	  al	  revés	  que	  RAS	  y	  RAF.	  La	  activación	  de	  
ERK/MAPK	   induce	   esta	   serie	   de	   procesos	   mitogénicos	   y	   favorecedores	   de	   la	  
supervivencia,	   mediante	   la	   interacción	   con	   sus	   múltiples	   sustratos	   citosólicos	   y	   la	  
fosforilación	  de	  factores	  de	  transcripción.	  La	  activación	  de	  esta	  vía	  se	  amortigua	  por	  su	  
propio	   mecanismo	   de	   regulación	   y,	   en	   ausencia	   de	   otros	   cambios	   oncogénicos,	  
conduce	  a	  la	  senescencia.	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Figura	  1.	  Esquema	  vía	  MAPK.	  Modificado	  de	  “Molecular	  Pathology	   in	  Drug	  Discovery	  and	  Development.	  Edited	  by	  
Suso	  Platero.	  Ed	  Wiley	  2009	  ISBN	  978-­‐0470-­‐14559-­‐341	  
	  
	  
Las	  mutaciones	  activadoras	  de	  la	  serina/treonina	  quinasa	  del	  oncogén	  v-­‐RAF	  sarcoma	  
murino	   viral	   (BRAF)	   son	   frecuentes	   en	   los	   tumores	   humanos	   benignos	   y	  malignos.42	  
Alrededor	  del	  5-­‐7%	  de	  las	  neoplasias	  humanas	  presentan	  esta	  mutación.	  La	  mutación	  
de	  BRAF	   está	   presente	   en	   el	   carcinoma	   papilar	   de	   tiroides,	   tumor	   seroso	   de	   ovario,	  
carcinoma	   colorrectal,	   glioma,	   carcinoma	   hepatobiliar,	   histiocitosis,	   pólipos	   del	  
intestino	  grueso,	  nevus	  melanocítico	  y	  la	  leucemia	  de	  células	  peludas.43	  En	  estos	  tipos	  
de	  cáncer,	  se	  han	  notificado	  diversas	  alteraciones	  genéticas	  del	  proto-­‐oncogén	  BRAF,	  
tales	   como	   diferentes	   mutaciones	   puntuales	   y	   reorganizaciones	   cromosómicas.	   La	  
mutación	  de	  BRAF	  se	  ha	  descrito	  en	  el	  50%	  	  de	  los	  casos	  de	  melanoma	  (27-­‐70%),9,44,45	  
entre	  el	  40	  y	  el	  70%	  de	   los	  carcinomas	  de	   la	   tiroides,	  y	  hasta	  el	  18%	  de	   los	  cánceres	  
colorrectales.	   La	  mayoría	   de	   las	  mutaciones	   que	   se	   producen	   en	   BRAF	   aumentan	   la	  
función	  de	  la	  quinasa	  (hiperfosforilación	  de	  MEK/MAPK),	  aunque	  existen	  otras	  formas	  
menos	   comunes	   cuya	   capacidad	   de	   activar	   está	   reducida	   para	   fosforilar.	   Estas	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son	   fundamentales	   para	   iniciar	   el	   desarrollo	   de	  melanoma,	   pero	   no	   son	   suficientes	  
para	  justificar	  la	  transformación	  definitiva	  de	  los	  melanocitos	  y	  su	  mantenimiento.46,47	  
1.6. Oncogenes	  (BRAF	  y	  NRAS)	  y	  c-­‐Kit	  en	  el	  melanoma	  	  
1.6.1. BRAF	  
El	   proto-­‐oncogén	   BRAF	   (homólogo	   del	   oncogén	   del	   sarcoma	   viral	   murino:	   v-­‐raf)	  
codifica	  la	  quinasa	  BRAF,	  	  miembro	  de	  la	  familia	  de	  la	  RAF	  de	  serina/treonina	  quinasas	  
citoplasmáticas.	   Las	   quinasas	   RAF	   son	   parte	   de	   la	   vía	   de	   señalización	  MAPK.	   El	   gen	  
BRAF	   activa	   la	   cascada	   RAS/RAF/MEK/ERK	   implicada	   en	   la	   transducción	   de	   señales	  
mitogénicas	  desde	  los	  receptores	  de	  membrana	  hasta	  el	  núcleo.	  En	  los	  melanocitos,	  la	  
mutación	   de	   BRAF	   y	   por	   tanto,	   el	   aumento	   de	   actividad	   de	   la	   vía	   MAPK	   lleva	   a	   la	  
ausencia	   de	   apoptosis	   e	   induce	   el	   avance	   en	   el	   ciclo	   celular,	   al	   estimular	   su	  
proliferación	   y	   supervivencia.	   Otras	   consecuencias	   de	   la	   activación	   de	   las	   vías	   son:	  
cambios	  en	  la	  secreción	  de	  factores	  proangiogénicos	  (VEGF),	  la	  regulación	  de	  MITF,	  la	  
protección	   frente	   a	   la	   apoptosis	   mediada	   por	   FAS	   y	   la	   promoción	   de	   la	   invasión	   y	  
metástasis.	   La	   mutación	   de	   BRAFV600E	   es	   la	   más	   prevalente	   (90%	   de	   los	   casos	   de	  
BRAFV600).	   La	  mutación	   ocurre	   en	   la	   posición	   600,	   produciéndose	   un	   cambio	   de	   una	  
timina	  por	  una	  adenina	  en	  el	  exón	  15,	   lleva	  a	   la	   sustitución	  de	  valina	  por	  glutamato	  
(GTG	  a	  GAG).	  Existen	  más	  de	  80	  mutaciones	  en	  BRAF	  descritas.36	  Está	  codificada	  en	  el	  
cromosoma	  7q34.	  	  
La	  mutación	  de	  BRAF	  también	  está	  presente	  en	  alrededor	  del	  80	  al	  90%	  de	  los	  nevus	  
melanocíticos	   intermitentemente	   expuestos	   al	   sol.48	   Los	   nevus	   no	   siempre	   son	  
precursores	  obligatorios,	  ya	  que	  la	  mayoría	  	  de	  los	  melanomas	  se	  desarrollan	  en	  la	  piel	  
normal.48	  Solamente	  un	  30%	  de	  los	  melanomas	  aparecen	  sobre	  lesiones	  pigmentadas	  
preexistentes	  atípicas.	  Pollock	  y	  cols.,	  estudiaron	  la	  mutación	  de	  BRAF	  en	  melanomas	  
primarios	   (60),	  metástasis	  de	  melanoma	  (5)	  y	  nevus	   (77).	  En	   	  63	   (82%)	   	  de	   los	  nevus	  
melanocíticos	  estudiados	  se	  identificó	  la	  mutación.49	  Uribe	  y	  cols.,	  observaron	  que	  de	  
los	  22	  nevus	  melanocíticos,	  16	  presentaban	  la	  mutación	  BRAF	  (73%),	  al	  igual	  que	  11/23	  
nevus	  melanocíticos	  atípicos	  	  (52%)	  y	  13/25	  melanomas	  (52%).	  Estos	  hallazgos	  apoyan	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la	   idea	   de	   que	   la	   mutación	   de	   BRAF	   no	   es	   suficiente	   por	   sí	   misma	   para	   la	  
transformación	  maligna.	  Además,	  en	  este	  estudio	  no	  se	  identificó	  la	  mutación	  de	  BRAF	  
en	   los	   queratinocitos	   periféricos,	   ni	   tampoco	   se	   encontró	   correlación	   entre	   la	  
presencia	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF	  con	  la	  edad,	  el	  nivel	  de	  Clark,	  o	  la	  exposición	  solar.44	  
Poynter	   y	   cols.,	   identificaron	   mutaciones	   de	   BRAF	   en	   el	   82%	   de	   los	   nevus	  
melanocíticos,	  en	  el	  29%	  de	  los	  melanomas	  invasivos	  y	  en	  el	  5,6	  %	  de	  los	  melanomas	  in	  
situ.	   La	  mayoría	   de	   las	  mutaciones	   de	  BRAF	   en	  melanoma	   invasivo	   primario	   fueron	  
vistas	   en	   el	   MES	   (15/17),	   en	   áreas	   de	   exposición	   solar	   intermitente.	   Estos	   autores	  
apoyan	   la	   evidencia	  de	  que	   la	  mutación	  activada	  está	   regulada	  positivamente	  en	  un	  
gran	  porcentaje	   de	   lesiones	  melanocíticas,	   pero	   la	  mutación	   aislada	  no	   es	   suficiente	  
para	   la	   transformación	   maligna,	   por	   lo	   que	   sugieren	   que	   BRAF	   contribuye	   a	   la	  
hiperplasia	   melanocítica	   benigna,	   y	   es	   probable	   que	   contribuya	   al	   desarrollo	   de	   un	  
melanoma	   invasivo	   sólo	   en	   combinación	   con	   otras	   mutaciones.48	   También	   se	   ha	  
planteado	   que	   la	   mutación	   de	   BRAF	   es	   un	   evento	   temprano	   en	   la	   transformación	  
melanocítica,	   ya	   que	   se	   han	   encontrado	   las	   mismas	   alteraciones	   tanto	   en	   el	   tumor	  
primario	   como	   en	   el	   tejido	   metastásico.	   Las	   últimas	   observaciones	   llevarían	   a	   la	  
hipótesis	  de	  que	   las	  mutaciones	  de	  BRAF	   en	  el	  melanoma	  son	  adquiridas	  durante	  el	  
desarrollo	  de	  la	  enfermedad,	  sobre	  todo	  en	  las	  fases	  de	  enfermedad	  avanzada.50,51	  En	  
general,	  se	  considera	  que	  el	  tipo	  de	  melanoma	  que	  más	  frecuentemente	  presenta	  esta	  
mutación	  es	  el	  MES,30-­‐32,35,52	  que	   se	  desarrolla	  áreas	   intermitentemente	  expuestas	  al	  
sol	   de	   pacientes	   mas	   jóvenes;29,33,53,54	   y	   que	   son	   raros	   en	   los	   melanomas	   de	   piel	  
expuesta	  crónicamente	  al	  sol,	  en	  piel	  acral	  o	  en	  mucosas.	  
La	   mutación	   de	   BRAF	   se	   distribuye	   uniformemente	   en	   diversos	   tipos	   de	   nevus.	   Su	  
presencia	   en	   nevus	   congénitos	   y	   anogenitales	   manifiesta	   que	   existen	   otros	  	  
mecanismos	  de	  inducción	  además	  de	  la	  exposición	  solar.55	  Su	  presencia	  ubicua	  sugiere	  
que	  no	  representa	  una	  amenaza	  significativa	  de	  la	  transformación	  maligna,	  generando	  
dudas	   sobre	   su	   relevancia	   en	   el	   desarrollo	   del	   melanoma	   y	   su	   idoneidad	   como	   un	  
objetivo	  de	  la	  terapia	  dirigida	  en	  pacientes	  con	  melanoma.	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La	  segunda	  mutación	  de	  BRAF	  en	  frecuencia	  es	  la	  mutación	  V600K.	  Se	  produce	  por	  la	  
sustitución	   de	   valina	   por	   lisina	   (GTG	   a	   AAG).45	   La	   incidencia	   de	   V600K	   es	   de	   6-­‐
38,6%.36,46,56-­‐62	  La	  localización	  más	  frecuente	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  a	  la	  que	  se	  asocia	  
es	   el	   tronco,	   y	   al	   estudiar	   la	   mutación	   BRAFV600K	   de	   forma	   independiente,	   el	   tercio	  
superior	  (cuello,	  cabeza),	  y	  también	  se	  ha	  relacionado	  con	  la	  exposición	  solar	  crónica.	  
La	  mutación	  V600E	  se	  asocia	  con	  mayor	  predisposición	  que	  la	  V600K	  a	  la	  aparición	  de	  
una	  primera	  metástasis	  a	  distancia.60	  
1.6.2. NRAS	  
El	   primer	   oncogén	   de	   melanoma	   identificado	   fue	   RAS.63,64	   La	   familia	   de	   proto-­‐
oncogenes	   RAS	   codifica	   proteínas	   trifosfato	   de	   guanosina	   (GTP)-­‐dependientes,	  
involucradas	   en	   la	   transducción	   intracelular	   de	   señales	   estimuladoras	   de	   la	   mitosis	  
celular	  derivadas	  de	  la	  activación	  de	  los	  receptores	  de	  crecimiento	  y	  diferenciación.	  La	  
isoforma	  NRAS	  es	  la	  más	  frecuentemente	  identificada	  en	  el	  melanoma	  (5-­‐36%).65-­‐67	  En	  
el	  resto	  de	  neoplasias,	   la	  más	  frecuente	  es	  KRAS	   (85%).	  Se	  ha	  relacionado	  con	  mayor	  
exposición	   solar	   y	   aparece	   con	   más	   frecuencia	   en	   melanomas	   localizados	   en	  
extremidades,37,66	   aunque	   estas	   observaciones	   difieren	   según	   el	   estudio,	   el	   tipo	   y	  
estadio	  de	  melanoma.	  Ambas	  mutaciones	  (BRAF	  y	  NRAS)	  son	  excluyentes	  entre	  sí.	  Son	  
raras	  las	  mutaciones	  del	  resto	  de	  isoformas	  RAS.	  La	  mutación	  más	  frecuente	  es	  la	  que	  
se	  produce	  por	   la	  sustitución	  de	  glutamato	  por	   leucina	  en	  la	  posición	  61	  (E61L)	  en	  el	  
exón	  2,	  seguida	  del	  exón	  1	  (codón	  12).	  Como	  resultado,	  NRAS	  adquiere	  una	  activación	  
constitutiva	  que	  induce	  la	  hiperactivación	  del	  sistema	  de	  MAPK.	  	  
Los	  pacientes	  en	  estadio	  IV	  que	  presentan	  esta	  mutación	  tienen	  peor	  pronóstico.	  Los	  
melanomas	   con	   mutaciones	   NRAS,	   tienen	   un	   índice	   de	   Breslow	   mayor,	   aunque	   no	  
parece	  estar	  relacionada	  con	  el	  número	  de	  mitosis	  o	   la	  presencia	  de	  ulceración	  en	  el	  	  
melanoma	  primario.65,68	  
La	  mutación	  NRAS	  es	   la	   segunda	  en	   frecuencia	  en	  el	  melanoma,	  detrás	  de	  BRAF.	  Sin	  
embargo,	  RAS	  sigue	  siendo	  un	  objetivo	  difícil	  de	  alcanzar	  como	  diana	  terapéutica.	  Se	  
han	  hecho	  intentos	  para	  inhibir	  la	  activación	  de	  RAS	  por	  el	  bloqueo	  de	  una	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modificación	   post-­‐transduccional.	   Estos	   inhibidores	   de	   RAS,	   producen	   toxicidades	  
limitantes	   de	   dosis	   sin	   evidencia	   significativa	   de	   actividad	   antitumoral.69	   Las	  
mutaciones	  BRAF	  y	  NRAS	  no	  se	  han	  identificado	  en	  el	  melanoma	  uveal	  hasta	  la	  fecha.70	  
1.6.3. c-­‐KIT	  
La	   proteína	   KIT	   fue	   inicialmente	   descrita	   como	   una	   oncoproteína	   codificada	   por	   un	  
retrovirus	   del	   sarcoma	   felino.	   El	   proto-­‐oncogén	   KIT	   codifica	   un	   receptor	   tirosina-­‐
quinasa	   cuyo	   ligando	  es	  el	   stem	  cell	   factor	   (SCF),	   factor	  de	   crecimiento	   fundamental	  
para	   la	   hematopoyesis	   y	   para	   la	   formación	   de	   otros	   tipos	   de	   células,	   como	   los	  
melanocitos	   y	   las	   células	   responsables	   de	   la	   motilidad	   intestinal.13	   Es	   un	   proto-­‐
oncogén	   codificado	   en	   el	   cromosoma	   4q11-­‐12,	   próximo	   al	   gen	   del	   receptor	   de	  
crecimiento	  epidérmico	  (EGFR)	  y	  que	  codifica	  para	  una	  glicoproteína	  transmembrana	  
como	   el	   	   receptor	   de	   tirosina	   quinasa.	   La	   activación	   de	   la	   mutación	   de	   c-­‐KIT	   ha	  
demostrado	  ser	  necesaria	  para	  el	  inicio	  de	  una	  serie	  de	  eventos	  de	  señalización	  para	  la	  
proliferación	  celular	  y	  la	  propagación	  del	  cáncer.	  Los	  melanomas	  con	  mutaciones	  en	  el	  
exón	  11	  ó	  13	  pueden	   responder	   favorablemente	  al	   tratamiento	  con	   imatinib	  u	  otros	  
inhibidores	  de	  c-­‐KIT.	  La	  activación	  de	  mutaciones,	  o	  amplificación	  del	  gen	  KIT	   se	  han	  
encontrado	  en	  el	  39%	  de	  melanomas	  de	  	  mucosas,	  el	  36%	  de	  melanomas	  acrales,	  y	  	  en	  
el	   28%	   de	   los	   melanomas	   que	   se	   presentan	   en	   piel	   crónicamente	   dañada	   por	   el	  
sol.69,71,32,72	  
1.7. Métodos	  diagnósticos	  más	  habituales	  para	  la	  detección	  de	  la	  mutación	  BRAF	  
El	  descubrimiento	  de	  nuevas	  terapias	  en	  el	  melanoma	  obliga	  a	  la	  búsqueda	  de	  formas	  	  
diagnósticas	  rápidas	  y	  eficaces	  para	  la	  detección	  de	  mutaciones	  en	  la	  actividad	  clínica	  
diaria	  y	   la	   investigación.	  Actualmente,	  existen	  varios	   tipos	  de	  métodos	  de	  detección,	  
aunque	   los	   más	   extendidos	   son	   la	   PCR	   cuantitativa,	   y	   la	   detección	   mediante	  
anticuerpos	   de	   la	   proteína	   mutada.	   Estás	   técnicas	   tienen	   limitaciones.	   En	   la	  
secuenciación	  de	  ADN,	  la	  sensibilidad	  es	  limitada	  ya	  que	  sólo	  se	  detecta	  la	  mutación	  si	  
las	  células	  tumorales	  constituyen	  al	  menos	  un	  5-­‐10%	  de	  la	  muestra,	  si	  la	  muestra	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tumoral	  es	  homogénea	  o	  si	  existe	  escasa	  infiltración	  de	  linfocitos,	  o	  células	  de	  sangre	  
periférica.	  Es	  importante	  reducir	  el	  riesgo	  de	  resultados	  falsos	  negativos.73	  
En	   los	   estudios	   clínicos	   se	   han	   utilizado	   múltiples	   métodos	   para	   el	   análisis	   de	   la	  
mutación	   de	   BRAFV600	   con	   diferentes	   rendimientos.	   Los	   más	   utilizados	   son	   la	  
secuenciación	   	   Sanger,	   pirosecuenciación,	   qRT-­‐PCR,	   …	   .	   Las	   sensibilidades	   de	   estos	  
métodos	  diagnósticos	  son	  variables,	  y	  en	  algunos	  casos	   relativamente	  bajos.	  Así,	  por	  
ejemplo,	  la	  sensibilidad	  	  de	  la	  técnica	  de	  secuenciación	  Sanger	  no	  es	  suficiente	  para	  el	  
análisis	  de	  rutina,	  donde	  las	  muestras	  pueden	  contener	  altas	  fracciones	  de	  linfocitos	  o	  
presentar	  pocas	  células	  tumorales	  en	  el	  estroma.74	  En	  la	  actualidad	  se	  está	  tratando	  de	  
encontrar	  protocolos	  diagnósticos	  rápidos	  y	  baratos	  para	  la	  detección	  de	  la	  mutación	  
BRAF.	  	  
1.7.1. Secuenciación	  directa	  (Sanger®)	  
La	   técnica	   de	   secuenciación	   de	   ADN	   Sanger	   fue	   desarrollada	   en	   1975	   por	   Frederick	  
Sanger.	   Se	   basa	   en	   el	   proceso	   de	   replicación	   del	   ADN	   mediante	   el	   empleo	   de	  
dideoxinucleótidos	   que	   carecen	   del	   grupo	   hidroxilo	   del	   carbono	   3',	   de	   manera	   que	  
cuando	  uno	  de	  estos	  nucleótidos	  se	   incorpora	  a	  una	  cadena	  de	  ADN	  en	  crecimiento,	  
esta	  cadena	  no	  puede	  continuar	  elongándose.	  Esto	  es	  así	  gracias	  a	  que	  la	  polimerasa	  
necesita	   un	   grupo	   terminal	   3’	   OH	   para	   añadir	   el	   siguiente	   nucleótido	   y	   el	  
dideoxinucleótido	  incorporado	  carece	  de	  este	  grupo	  hidroxilo.	  Durante	  muchos	  años,	  
la	   secuenciación	   de	   Sanger	   ha	   sido	   considerada	   el	   método	   de	   referencia	   para	   la	  
identificación	   de	   mutaciones	   en	   los	   tumores.	   Sin	   embargo,	   tiene	   importantes	  
limitaciones	  como	  su	  baja	  sensibilidad,	  ya	  que	  requiere	  un	  alto	  porcentaje	  de	  células	  
tumorales,	  lo	  que	  dificulta	  su	  utilización	  como	  prueba	  de	  diagnóstico	  de	  rutina.	  
La	   secuenciación	   Sanger	   podría	   proporcionar	   información	   adicional	   en	   los	   casos	  
negativos	  para	  la	  qRT-­‐PCR,	  que	  a	  diferencia	  de	  la	  anterior	  sólo	  detecta,	  las	  mutaciones	  
para	  las	  que	  fue	  diseñada.	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1.7.2. qRT-­‐PCR	  	  
La	   PCR	   en	   tiempo	   real	   (qRT-­‐PCR),	   es	   una	   variante	   de	   la	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	  
polimerasa.	   Se	   ha	   diseñado	   para	   amplificar	   y	   simultáneamente	   cuantificar	   de	   forma	  
absoluta	  el	  producto	  de	   la	  amplificación	  de	  ácido	  desoxirribonucleico	   (ADN).	  Una	  de	  
estas	   formas	   automatizadas	   es	   el	   Test	   Cobas	   4800	   BRAF	   diseñado	   para	   procesar	  
muestras	  en	  parafina	  mediante	  un	  par	  de	  cebadores	  complementarios	  y	  dos	  sondas	  de	  
oligonucleótidos	   marcadas	   con	   diferentes	   colorantes	   fluorescentes:	   una	   sonda	   para	  
detectar	  el	  tipo	  silvestre	  (WT)	  secuencia	  BRAFV600	  y	  otra	  para	  detectar	  la	  secuencia	  de	  
la	   mutación	   BRAFV600E.75	   La	   concordancia	   entre	   el	   Test	   Cobas	   4800	   BRAF	   y	   la	  
secuenciación	  de	  Sanger	  para	  la	  detección	  de	  V600E	  bidireccional	  es	  muy	  alta.76	  
El	   Test	   Cobas	   4800	   BRAF	   ha	   demostrado	   reactividad	   cruzada	   con	   algunas	   otras	  
mutaciones	  diferentes	  a	  la	  BRAFV600E.	  Así,	  detecta	  el	  detecta	  el	  70%	  de	  las	  mutaciones	  
V600K,	  V600D,	  V600R,	  y	  V600E2.77,75.	   La	  asociación	  de	   la	   	   secuenciación	  Sanger	  para	  
muestras	  con	  resultados	  de	  Cobas	  negativos	  	  aumenta	  la	  tasa	  de	  detección	  a	  42,9%	  de	  
mutaciones	  de	  BRAF.	  Este	  enfoque	  podría	  ayudar	  a	  maximizar	  el	  número	  de	  pacientes	  
que	   se	   beneficiarían	   de	   tratamiento	   con	   un	   inhibidor	   BRAF.78	   Los	   resultados	   de	   los	  
estudios	  que	  comparan	  las	  distintas	  técnicas	  son	  desiguales.	  En	  el	  trabajo	  de	  Anderson	  
y	   cols.,	   la	   qRT-­‐PCR	   tuvo	   una	   tasa	   de	   fracaso	   de	   ensayo	  menor	   que	   la	   secuenciación	  
Sanger,	   presentó	   mayor	   sensibilidad	   en	   la	   detección	   de	   la	   mutación,	   y	   detectó	   la	  
mayoría	   de	   las	   mutaciones	   V600K,	   con	   resultados	   altamente	   reproducibles.75	   En	   el	  
estudio	  de	  Colomba	  y	   cols.,	   que	   compararon	   cuatro	  métodos:	   secuenciación	  Sanger,	  
RT-­‐PCR,	   inmunohistoquímica	   y	  pirosecuenciación.	   La	   sensibilidad	  de	   la	   real	   time-­‐PCR	  
BRAF	  fue	  superior	  a	  la	  secuenciación	  Sanger,	  pero	  inferior	  a	  la	  pirosecuenciación.77	  	  
EL	   Test	   Cobas	   4800	   BRAF	   es	   una	   prueba	   basada	   en	   una	   sonda	   de	   un	   solo	  
oligonucleótido	  que	  tiene	  mayor	  sensibilidad	  analítica	  que	  la	  secuenciación	  de	  Sanger.	  
Sin	   embargo,	   los	   hallazgos	   sugieren	   que	   su	   especificidad	   para	   una	   sola	  mutación	   de	  
nucleótidos	   puede	   pasar	   por	   alto	   las	  mutaciones	   de	   dinucleótidos.	   La	   secuenciación	  
Sanger	  puede	  detectar	   las	  mutaciones	  de	  un	  solo	  nucleótido	  y	  de	  dinucleótidos	  en	  la	  
misma	  región,	  lo	  que	  explicaría	  su	  mayor	  tasa	  de	  detección.	  Esta	  diferencia	  es	  también	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coherente	   con	   la	   relativa	   baja	   tasa	   de	   detección	   de	   otras	   sustituciones	   de	  
dinucleótidos	  en	  el	  codón	  V600	  por	  el	  método	  Cobas,	  como	  la	  mutación	  	  V600K.78	  	  
1.7.3. Inmunohistoquímica	  (IHQ)	  
El	  anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  (VE1)	  contra	  BRAFV600E	  permite	  la	  valoración	  de	  la	  
proteína	   mutada	   en	   una	   muestra	   tumoral.	   La	   IHQ	   ofrece	   muchas	   ventajas,	   es	   más	  
rápida,	  más	   barata	   y	  más	   accesible	   a	   todos	   los	   laboratorios.	   Se	   ha	   propuesto	   como	  
método	   diagnóstico	   de	   primera	   línea	   por	   su	   alta	   sensibilidad	   y	   especificidad	  
(sensibilidad:	   97%	   y	   especificidad:	   98%).77,79	   La	   tinción	   es	   citoplasmática.	   La	   tasa	   de	  
concordancia	  en	  los	  primeros	  estudios	  entre	  la	  IHQ	  (VE1)	  y	  secuenciación	  es	  muy	  alta	  
97,1%.42	   La	   cantidad	  de	  material	   necesario	  para	   la	   detección	   con	   IHQ	  es	  menor	  que	  
con	  la	  secuenciación,	  aunque	  la	  melanina	  endógena	  puede	  interferir	  en	  los	  resultados.	  
Para	  evitar	  este	  problema,	  algunos	  protocolos	  recomiendan	  la	  utilización	  de	  fosfatasa	  
alcalina.	   Los	   falsos	   negativos	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   casos	   están	   producidos	   por	   la	  
presencia	  de	  necrosis	  y	  en	  un	  número	  reducido	  de	  casos	  por	  la	  mala	  conservación	  de	  
los	  tejidos.	  
Sólo	   se	   han	   observado	   falsos	   positivos	   en	   las	   células	   de	   la	   corteza	   suprarrenal	   que	  	  
expresan	  ACTH,	   sin	  contener	  mutaciones	  de	  BRAF,	   lo	  que	  demuestra	   limitaciones	  de	  
esta	   tinción	  en	   tejidos	  neuroendocrinos.80,81,82	   En	  otros	   tumores,	   como	  el	   carcinoma	  
colorrectal	   la	   IHQ	   no	   ha	   demostrado	   ser	   un	   método	   útil	   en	   el	   genotipado	   de	   esta	  
mutación,	   ya	   que	   la	   sensibilidad	   ha	   sido	   muy	   inferior	   a	   la	   demostrada	   en	   el	  
melanoma.83	  De	  hecho,	  en	  el	  momento	  actual,	   la	   inmunohistoquímica	  con	  VE1	  no	  se	  
considera	   un	   método	   adecuado	   como	   herramienta	   de	   cribado	   eficaz	   carcinoma	  
colorrectal.83,84,85	  
1.7.4. Pirosecuenciación	  
La	  pirosecuenciación	  es	  un	  método	  estándar	  muy	  utilizado	  en	  la	  actualidad.	  Una	  de	  las	  
desventajas	   es	   la	   necesidad	   de	   una	   alta	   calidad	   de	   preservación	   de	   los	   tejidos	  
tumorales,	   sobre	   todo	   los	   tejidos	   embebidos	   en	   parafina.	   Tiene	   una	   sensibilidad	   del	  
100%	  (IC	  del	  95%,	  92,4%	  a	  100%)	  y	  una	  especificidad	  (IC	  del	  95%,	  91,6%	  a	  100%)	  para	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la	  detección	  p.V600.77	  El	  coste,	  la	  organización	  del	  laboratorio,	  y	  el	  tiempo	  de	  entrega	  
del	   resultado	  de	  pirosecuenciación	  en	  nuestras	  manos	   son	   similares	   a	   secuenciación	  
de	  Sanger	  y	  qRT-­‐PCR.	  Sin	  embargo,	  debido	  a	  que	  la	  IHQ	  es	  más	  barata	  y	  el	  resultado	  se	  
obtiene	  fácilmente	  en	  un	  plazo	  de	  48	  horas,	  podría	  ser	  utilizado	  como	  primer	  análisis	  
de	   screening	   sobre	   métodos	   diagnósticos	   como	   la	   pirosecuenciación.	   Los	   métodos	  
moleculares	   con	   una	   sensibilidad	  más	   alta,	   tales	   como	   la	   secuenciación	   en	   paralelo	  
masiva,	  deben	  ser	  evaluados	  en	  muestras	  para	  las	  que	  no	  es	  posible	  obtener>20%	  de	  
las	  células	  tumorales.77	  
1.8. Terapias	   clásicas	   del	   melanoma	   metastásico.	   Nuevas	   posibilidades	  
terapéuticas	  
El	  tratamiento	  del	  melanoma	  se	  divide:	  en	  locorregional,	  en	  el	  que	  se	  incluye	  la	  cirugía	  
y	   radioterapia,	   y	   sistémico	   (quimioterapia,	   inmunoterapia	  y	   tratamientos	  anti-­‐diana).	  
Los	   quimioterápicos	   activos	   en	   el	   melanoma	   son:	   alquilantes	   (dacarbazina	   y	  
temozolomida),	  nitrosoureas	  (lomustina	  y	  fotemustina),	  análogos	  platino	  (cisplatino	  y	  
carboplatino)	  y	  agentes	  que	  interaccionan	  con	  los	  microtúbulos	  (paclitaxel,	  docetaxel,	  
vincristina,	  vinblastina	  y	  vindesina).	  
La	  dacarbazina	  (DTIC)	  es	  el	  tratamiento	  clásico	  más	  utilizado.	  Es	  un	  agente	  citostático	  
alquilante,	  cuyo	  mecanismo	  de	  acción	  definitivo,	  no	  está	  bien	  determinado.	  Se	  	  aprobó	  
por	  la	  FDA	  para	  tratamiento	  de	  melanoma	  metastásico	  en	  el	  año	  2000.	  Se	  metaboliza	  
en	   los	  microsomas	   hepáticos	   a	  monometil	   triazenoimidazol	   carboxamida	   (MTIC),	   un	  
inhibidor	  de	  la	  incorporación	  de	  nucleósidos.	  MITC	  se	  descompone	  espontáneamente	  
a	   5-­‐aminoimidazol-­‐4-­‐carbozamida	   (AIC),	   un	   precursor	   purínico,	   y	   en	   un	   catión	  
metildiazonio.	  La	  DTIC	  es	  el	  único	  agente	  de	  quimioterapia	  en	  monoterapia	  a	  probado	  
por	   la	   FDA	   para	   el	   tratamiento	   del	  melanoma	  metastásico,	   se	   asocia	   a	   una	   tasa	   de	  
respuesta	   del	   7	   al	   12%	   y	   una	   mediana	   de	   supervivencia	   global	   entre	   5,6	   y	   7,8	  
meses.86,87,88	  
El	   interferón	   alfa	   y	   la	   interleucina-­‐2	   (IL-­‐2)	   están	   aprobados	   para	  melanomas	   de	   alto	  
riesgo	  de	  recurrencia.	  El	  interferón	  interviene	  en	  la	  división	  de	  las	  células	  cancerosas	  y	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puede	   retrasar	   el	   crecimiento	   del	   tumor.	   La	   IL-­‐2	   trata	   de	   estimular	   la	   actividad	   del	  
sistema	   inmune,	   frente	  el	   tumor.	  Ninguno	  de	  estos	  dos	   tratamientos	  ha	  demostrado	  
beneficio	  en	  las	  supervivencia	  global.	  Los	  dos	  subtipos	  de	  IFN	  alfa	  existentes	  (2a	  y	  2b)	  
tienen	   actividad	   frente	   a	   la	   enfermedad	   y	   toxicidad	   similar.	   La	   monoterapia	   de	  
interferón	   alfa	   produce	   un	   15%	   de	   respuestas,	   de	   las	   cuales	   menos	   del	   5%	   son	  
completas.	   La	   duración	   del	   	   tratamiento	   es	   de	   6	   a	   9	  meses,	   con	   un	  máximo	   de	   12	  
meses.	  No	  se	  emplea	  como	  agente	  único	  contra	  enfermedad	  diseminada,	  pese	  a	  que	  
muestra	   cierto	   grado	   de	   actividad.	   Su	   empleo	   como	   tratamiento	   adyuvante	   ha	   sido	  
aprobado,	   aunque	   sus	   resultados	   están	   lejos	   de	   	   ser	   óptimos.	   La	   IL2	   es	   una	  
interleuquina	   producida	   por	   los	   linfocitos	   CD4+.	   Induce	   la	   proliferación	   de	   células	  
linfoides	   además	   de	   tener	   un	   importante	   papel	   en	   la	   regulación	   del	   sistema	  
inmunológico.	   Su	   acción	   antitumoral	   se	   basa	   fundamentalmente	   en	   la	   activación	   y	  
proliferación	  de	  linfocitos	  T.	  	  
En	   los	   últimos	   años	   se	   han	   aprobado	   nuevas	   líneas	   de	   tratamiento,	   y	   se	   sigue	  
investigando	  en	  otras	  (Tabla	  6)	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1.8.1. Ipilimumab	  
Ipilimumab	  es	  un	  anticuerpo	  monoclonal	   indicado	  para	  el	  tratamiento	  del	  melanoma	  
metastásico	  o	   irresecable,	  bloquea	  una	  molécula	  denominada	  antígeno	  4	  asociado	  al	  
linfocito	  T	  citotóxico	  (CTLA-­‐4),	  que	  desempeña	  un	  papel	  importante	  en	  la	  supresión	  de	  
la	   respuesta	   inmunológica	   normal	   frente	   al	   cáncer	   al	   potenciar	   la	   activación	   del	  
linfocito	   T.	   El	   ipilimumab	   impide	   esa	   supresión	   y,	   por	   lo	   tanto,	   permite	   al	   sistema	  
inmunológico	  responder	  frente	  a	  las	  células	  tumorales.	  Se	  ha	  asociado	  con	  una	  mejoría	  
en	   la	   supervivencia	   global.	   Ha	   sido	   autorizado	   para	   el	   tratamiento	   del	   melanoma	  
avanzado	  en	  adultos	  que	  ya	  ha	  recibido	  tratamiento	  previo.	  Además,	  ipilimumab	  está	  
en	  ensayos	  clínicos	  para	  el	  tratamiento	  del	  cáncer	  de	  pulmón,	  y	  el	  cáncer	  de	  próstata	  
metastásico.	  La	  mayoría	  de	  los	  efectos	  adversos	  atribuidos	  a	  ipilimumab	  están	  basados	  
en	   su	  mecanismo	   de	   acción	   sobre	   el	   sistema	   inmunitario,	   	   siendo	   los	  más	   comunes	  
enterocolitis,	   hepatitis,	   dermatitis	   (incluyendo	   casos	  de	  necrólisis	   epidérmica	   tóxica),	  
neuropatía	  y	  endocrinopatía.	  La	  mayoría	  de	  ellas	  al	  inicio	  del	  tratamiento.	  	  
La	   agencia	   FDA	   aprobó	   uso	   de	   ipilimumab	   sin	   necesidad	   de	   tratamiento	   previo	   con	  
quimioterapia,	  en	  primera	  línea	  y	  en	  pacientes	  pretratados.	  En	  Europa,	  su	  aprobación	  
sin	  embargo,	  exigió	  el	  fallo	  del	  tratamiento	  previo,	  y	   las	  dosis	  aprobadas	  fueron	  de	  3	  
mg/kg	  (Julio	  de	  2011).	  En	  octubre	  de	  	  2013,	  la	  EMA	  extendió	  su	  aprobación	  a	  pacientes	  
en	  primera	  línea.	  	  
1.8.2. Inhibidores	  de	  PD-­‐1	  y	  PD-­‐L1	  
La	  expresión	  de	  PD-­‐L1	  (B7-­‐H1)	  es	  uno	  de	  los	  mecanismos	  que	  utiliza	  el	  melanoma	  para	  
evadir	  el	  sistema	  inmune.	  Está	  molécula	  actúa	  de	  forma	  negativa	  en	  el	  sistema	  inmune	  
acoplándose	  a	  PD-­‐1	  expresado	  por	  linfocitos	  activados	  e	  induce	  la	  apoptosis	  de	  estos.	  
La	   expresión	   de	   PD-­‐1	   y	   de	   PD-­‐L1	   se	   asocia	   a	   peor	   pronóstico.	   A	   diferencia	   de	   los	  
anticuerpos	   contra	   CTLA-­‐4,	   los	   anticuerpos	   antiPD-­‐1	   o	   anti	   PDL-­‐1	   potencian	   la	  
respuesta	  antitumoral	  dependiente	  de	  células	  T	  de	  un	  modo	  específico.	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En	   la	   actualidad	   se	   están	   desarrollando	   varias	   moléculas	   en	   fase	   clínica	   III:	  
lambrolizumab	  (MK-­‐3475)	  y	  nivolumab	  (MDX	  1106).	  Los	  resultados	  de	  los	  estudios	  han	  
sido	   prometedores.	   Lambrolizumab	   es	   un	   anticuerpo	   monoclonal	   humanizado	   IgG4	  
PD-­‐1.	  La	  tasa	  de	  respuesta	  no	  fue	  diferente	  entre	  los	  grupos	  de	  pacientes	  tratados	  con	  
ipilimumab	  (55%)	  y	  los	  no	  tratados	  previamente	  (42%).	  
Nivolumab	   es	   un	   anticuerpo	   monoclonal	   completamente	   humanizado	   tipo	   IgG4.	   En	  
ASCO	  de	  2013	  se	  presentaron	  datos	  con	  nivolumab	  que	  mostraban	  tasas	  de	  respuesta	  
de	   30-­‐40%,	  más	   de	   la	  mitad	   de	   respondedores	   se	   producía	   la	   respuesta	   antes	   de	   la	  
octava	   semana	   post-­‐tratamiento,	   la	   supervivencia	   global	   a	   3	   años	   era	   de	   40%.	   Los	  
pacientes	  con	  expresión	  de	  PD-­‐L1	  por	  IHQ	  tenían	  tasa	  de	  respuesta	  del	  35%	  mientras	  
que	  ninguno	  de	  los	  pacientes	  negativos	  presentaba	  respuesta.	  
1.8.3. Vemurafenib	  
Vemurafenib	   es	   el	   primer	   inhibidor	   selectivo	   eficaz	   de	   BRAF	   mutado.	   Actúa	   en	   la	  
transducción	  de	  señales	  y	  está	  aprobado	  en	  melanoma	  avanzado	  o	  irresecable	  (Fig.	  2).	  
La	   dosis	  máxima	   tolerada	   es	   960	  mg	   dos	   veces	   al	   día.	   Los	   efectos	   secundarios	  más	  
frecuentes	  descritos	  en	  esta	  dosis	  son:	  rash,	  fotosensibilidad,	  fatiga,	  artralgia,	  alopecia,	  
queratoacantoma/carcinoma	  epidermoide	  (20%),	  náuseas	  y	  diarrea.	  Este	  tratamiento	  
ha	   demostrado	  mejoría	   en	   la	   supervivencia	   global	   y	   la	   tasa	   libre	   de	   progresión	   	   en	  	  
comparación	   con	  DTIC.	   En	  el	   ensayo	   fase	   II,	   la	   tasa	  de	   respuesta	   confirmada	   fue	  del	  
53%,	   con	   una	   duración	   media	   de	   la	   respuesta	   de	   6,7	   meses.	   A	   los	   6	   meses,	   la	  
supervivencia	   global	   fue	   de	   84%	   en	   el	   grupo	   de	   vemurafenib	   y	   64%	   en	   el	   grupo	   de	  
DTIC.	  El	  análisis	   intermedio	  de	  supervivencia	  global	  y	  definitiva	  para	   la	   supervivencia	  
libre	  de	  progresión	  se	  asoció	  a	  una	  reducción	  relativa	  de	  63%	  en	  el	  riesgo	  de	  muerte	  y	  
74%	  en	  el	  riesgo	  de	  muerte	  o	  progresión	  de	  la	  enfermedad,	  en	  comparación	  con	  DTIC.	  
Las	  tasas	  de	  respuesta	  fueron	  del	  48%	  para	  vemurafenib	  y	  5%	  para	  DTIC.	  La	  duración	  
media	  de	  respuesta	  fue	  entre	  2	  a	  18	  meses.89	  	  





Figura	  2.	  Estructura	  tridimensional	  de	  la	  unión	  PLX4032-­‐	  BRAFV600E.	  Modificado	  de	  Bollag	  y	  cols.	  (2010)90	  	  
En	   el	   ensayo	   BRIM-­‐3,	   los	   pacientes	   con	   BRAFV600E	   presentaron	   una	   mediana	   de	  
supervivencia	  global	  en	  el	  grupo	  de	  vemurafenib	  de	  13,3	  meses	  en	  comparación	  con	  
10,0	  meses	  con	  el	  grupo	  	  de	  la	  DTIC,	  y	  la	  mediana	  de	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  
fue	  de	  6,9	  meses	  en	  el	  grupo	  que	  recibió	  vemurafenib	  y	  1,6	  meses	  en	  los	  tratados	  con	  
DTIC.	   Los	   pacientes	   que	   presentaban	   la	   forma	   BRAFV600K	   (9%),	   la	   mediana	   de	  
supervivencia	  global	  en	  el	  grupo	  de	  vemurafenib	  fue	  14,5	  meses,	  en	  comparación	  con	  
7,6	  meses	  en	  el	  grupo	  DTIC	  y	  la	  mediana	  de	  supervivencia	  libre	  de	  progresión	  fue	  de	  5,	  
9	   meses	   en	   los	   tratados	   con	   vemurafenib	   frente	   a	   1,7	   meses	   de	   los	   tratados	   con	  
DTIC.91	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Figura	  3.	   Inhibición	  de	  BRAF	  quinasa	  por	  PLX4032,	  y	   los	  mecanismos	  moleculares	  que	  subyacen	  a	   la	  resistencia	  al	  
tratamiento.	  Modificado	  de	  Davis	  y	  cols.	  (2012)92	  
	  
Este	  tratamiento	  tiene	  limitaciones,	  ya	  que	  no	  todos	  los	  pacientes	  responden.	  Aunque	  
la	  respuesta	  se	  inicia	  de	  una	  forma	  rápida	  y	  hay	  pacientes	  con	  respuestas	  duraderas,	  la	  
duración	   mediana	   de	   la	   respuesta	   es	   7	   meses.	   Estos	   fenómenos	   de	   resistencia	  
(primaria	   y	   secundaria)	   y	   de	   toxicidad	   han	   generado	   nuevas	   preguntas	   que	   han	  
permitido	   conocer	   aun	  más	   la	   biología	  molecular	   del	  melanoma	   y	   generar	   hipótesis	  
sobre	  como	  optimizar	  el	  tratamiento	  (Fig.	  3).	  
1.8.4. Dabrafenib	  y	  Trametinib	  
Dabrafenib	  es	  un	   inhibidor	  de	  BRAF	  para	   tumores	  que	  expresan	   la	  mutación	  del	  gen	  
BRAFV600E,	   trametinib	   es	   un	   inhibidor	   de	  MEK	   para	   el	   tratamiento	   de	   pacientes	   con	  
tumores	  que	  expresan	  BRAFV600E	  o	  mutaciones	  genéticas	  BRAFV600K.	  Ambos	   fármacos	  
fueron	   aprobados	   por	   la	   FDA	   en	   mayo	   de	   2013	   para	   pacientes	   con	   melanoma	  
avanzado	   o	   irresecables.	   En	   Enero	   de	   2014,	   dabrafenib	   y	   trametinib	   han	   sido	  
aprobados	  como	  agentes	  en	  terapia	  combinada.	  Dabrafenib	  ha	  demostrado	  la	  mejora	  
de	   la	   supervivencia	   libre	   de	   progresión.	   Los	   efectos	   secundarios	   descritos	   más	  
frecuentes	   son	   la	   hiperqueratosis,	   cefalea,	   fiebre,	   artralgias,	   verrugas	   vulgares,	  
alopecia	  y	  síndrome	  de	  eritrodisestesia	  palmo-­‐plantar.	  Mientras	  que	  las	  reacciones	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adversas	   graves	   fueron	   el	   desarrollo	   carcinoma	   epidermoide,	   nuevos	   melanomas	  
primarios	   y	   queratoacantomas,	   cuadros	   febriles,	   severos,	   insuficiencia	   renal,	  
hiperglucemia,	  y	  uveítis/iritis.	  Se	  administra	  150	  mg	  por	  vía	  oral	  dos	  veces	  al	  día	  hasta	  
la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  o	  toxicidad	  inaceptable.	  A	  esta	  dosis,	   la	   inhibición	  de	  
ERK	   llegó	   al	   90%.	   Dabrafenib,	   ha	   demostrado	   respuesta	   en	   pacientes	   con	   otras	  
mutaciones	   diferentes	   a	   la	   V600E,	   como	   V600K	   y	   V600D.	   Los	   datos	   preliminares	   de	  
supervivencia	  libre	  de	  progresión,	  fueron	  de	  hasta	  8,3	  meses.	  Trametinib	  se	  estudió	  en	  
una	   muestra	   de	   322	   pacientes	   con	   melanoma	   metastásico	   no	   resecable	   o	   con	   la	  
mutación	   V600E	   o	   V600K.	   Los	   pacientes	   tratados	   con	   trametinib	   presentaron	   un	  
retraso	  en	  el	  crecimiento	  del	   tumor	  de	  3,3	  meses.	  Los	  efectos	  secundarios	  de	  mayor	  
severidad	  en	  pacientes	  fueron	  insuficiencia	  cardiaca,	   infecciones	  de	  la	  piel	  y	  ceguera.	  
Los	  efectos	  adversos	  descritos	  más	  comunes	  incluyen	  rash,	  diarrea,	  edema	  periférico	  y	  
reacciones	   acneiformes.	   Actualmente	   se	   están	   utilizando	   terapias	   combinadas	   anti	  




Figura	   4.	   Esquema	   de	   tratamientos	   moleculares.	   Modificado	   de	   Molecular	   Pathology	   in	   Drug	   Discovery	   and	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1.9. Heterogeneidad	   inter	   e	   intra-­‐tumoral.	   Resistencia	   a	   tratamientos	  
(mecanismos	  de	  resistencia	  primaria	  y	  adquirida)	  
La	   existencia	   o	   no	   de	   la	   heterogeneidad	   BRAFV600E	   en	   tumores	   de	   melanoma	   tiene	  
implicaciones	  en	  la	  práctica	  clínica	  oncológica	  diaria,	  ya	  que	  plantea	  la	  pregunta	  de	  sí	  
el	   grado	   de	   heterogeneidad	   intratumoral	   podría	   influir	   en	   la	   eficacia	   de	   las	   terapias	  
molecularmente	   dirigidas	   contra	   BRAF	   mutado.74	   La	   existencia	   de	   diferencias	   en	   el	  
estado	  de	  la	  mutación	  BRAF	  entre	  las	  células	  tumorales	  dentro	  del	  mismo	  melanoma	  
primario	   (intratumoral),	   entre	   melanoma	   primario	   y	   la	   metástasis	   (intertumoral),	   o	  
entre	   diferentes	   metástasis	   (intertumoral)	   dentro	   de	   la	   misma	   paciente	   se	   está	  
estudiando	  en	  el	  momento	  actual	  y	  es	  un	  tema	  controvertido	  debido	  a	  la	  variedad	  de	  
resultados	  en	  los	  estudios	  publicados.	  	  
Se	  ha	  objetivado	  heterogeneidad	   intratumoral	  de	   la	  mutación	  de	  BRAF93,94,95,96,97,98	  e	  
intertumoral95,99,98	  con	  diversas	  técnicas	  moleculares	  y	  de	  expresión	  de	  proteínas.	  Así,	  
Yancovitz	  y	  cols.,	  mediante	  secuenciación	  convencional	  y	  MS-­‐PCR,	  tras	  microdisección	  
detectaron	  diferentes	  proporciones	  de	  células	  BRAFV600E	  y	  células	  de	  tipo	  silvestre	  en	  
diversas	   regiones	   del	  mismo	  melanoma	   en	   seis	   de	   nueve	  melanomas	   primarios	   que	  
presentaban	  un	  resultado	  positivo	  para	  la	  mutación	  de	  BRAFV600E.	  Lin	  y	  cols.,	  tras	  aislar	  
y	   secuenciar	   las	   células	   de	   cinco	   tejidos	   de	  melanoma	  primario,	   se	   encontraron	  que	  
cuatro	   de	   los	   cinco	  melanomas	   primarios	   contenían	   células	   tumorales	   de	   tipo	   BRAF	  
silvestre	  y	  mutado.	  Por	  lo	  que	  sugirieron,	  que	  la	  adquisición	  de	  la	  mutación	  no	  tendría	  
que	  ser	  un	  evento	  fundador	  que	  podría	  formar	  parte	  de	  los	  múltiples	  eventos	  clonales	  
en	   el	   desarrollo	   de	   un	   melanoma.93	   Busam	   y	   cols.,	   utilizando	   un	   anticuerpo	  
monoclonal	  BRAFV600E,	  estudiaron	  44	  muestras	  con	  un	  estado	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF	  
conocido.	  Todas	  las	  muestras	  de	  melanoma	  que	  albergaban	  la	  mutación	  de	  BRAFV600E	  
fueron	  positivas	  con	  el	  anticuerpo	  VE1.	  Dieciséis	  se	  tiñeron	  fuertemente	  y	  de	  manera	  
homogénea.97	  Capper	  y	  cols.,	  en	  un	  estudio	  inicial	  en	  el	  que	  incluyeron	  47	  metástasis	  
intracraneales	  de	  melanoma	  (2011),	  y	  posteriormente	  en	  2012	  en	  otro	  estudio	  en	  el	  
que	  incluyeron	  melanomas	  primarios	  y	  sus	  metástasis,	  demostraron	  tinciones	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inmunohistoquímicas	   muy	   homogéneas	   tanto	   en	   la	   expresión	   intratumoral	   como	  
intertumoral.42,100	   Boursault	   y	   cols.,	   trataron	   de	   evaluar	   la	   heterogeneidad	   de	   la	  
mutación	   de	   BRAF	   entre	   melanomas	   primarios	   y	   metastásico,	   a	   través	   de	   IHQ	   y	  
secuenciación	  de	  Sanger,	  en	  230	  muestras	  en	  99	  pacientes	  con	  melanoma	  avanzado.	  
La	  prevalencia	  de	  las	  mutaciones	  BRAFV600E	  (45,2	  %),	  BRAFV600E2	  (3%),	  BRAFV600K	  (3%)	  y	  
otras	   minoritarias.	   La	   IHQ	   fue	   positiva	   en	   109/112	   muestras	   con	   mutaciones	  
BRAFV600E/E2.	  La	  tinción	  citoplasmática	  fue	  muy	  intensa	  en	  las	  células	  tumorales	  de	  los	  
casos	   BRAFV600E	   mutado.	   La	   concordancia	   entre	   ambas	   técnicas	   fue	   del	   96,4%.	   	   La	  
sensibilidad	   de	   la	   IHQ	   para	   detectar	   las	   mutaciones	   BRAFV600E/E2	   fue	   de	   97,3%	   y	   la	  
especificidad	  fue	  del	  100%.	  Ambas	  técnicas	  diagnósticas,	  la	  IHQ	  y	  el	  estudio	  molecular,	  
demostraron	   una	   homogeneidad	   completa	   entre	   los	   melanomas	   primarios	   y	  
metastásicos.	   Los	   autores	   propusieron	  que	   la	   IHQ	  podría	   ser	   un	  método	  de	  primera	  
línea,	   más	   rentable	   para	   la	   detección	   BRAFV600E.	   Así,	   proponían	   utilizar	   las	   técnicas	  
moleculares	  solo	  en	  aquellos	  casos	  que	  presentasen	  resultados	  negativos,	  ambiguos	  o	  
no	   valorables.101	   Menzies	   y	   cols.,	   en	   una	   muestra	   de	   64	   pacientes,	   estudiaron	   la	  
heterogeneidad	   intrapaciente	  mediante	   IHQ,	   tanto	   intratumoral	   como	   intertumoral,	  
con	   resultados	   claramente	   homogéneos	   en	   ambos	   casos.102	   Algunos	   autores,	   sin	  
embargo	  apuntan	  que	  la	  expresión	  heterogénea	  de	  BRAFV600E	  en	  el	  melanoma	  podría	  
explicar	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  y	  las	  recidivas	  que	  se	  observan	  en	  la	  mayoría	  
de	  los	  pacientes	  tratados	  con	  inhibidores	  de	  la	  BRAFV600E.89,103	  	  	  
Otro	  problema	  es	  la	  aparición	  de	  resistencia	  temprana	  al	  tratamiento	  con	  inhibidores	  
selectivos	   de	   BRAF.	   Se	   están	   estudiando	   diferentes	  mecanismos	   entre	   los	   que	   cabe	  
destacar	   mutaciones	   secundarias	   o	   cambios	   epigenéticos	   en	   el	   gen	   diana,	  
modificaciones	   en	   el	   metabolismo	   de	   fármacos,	   y	   la	   activación	   de	   las	   vías	   de	  
compensación,	   lo	   que	   conduciría	   a	   un	   aumento	   de	   la	   supervivencia	   de	   las	   células	  
tumorales.104	   Por	  otra	  parte,	   la	  heterogeneidad	  del	   tumor	   también	  podría	  promover	  
problemas	  de	  diagnóstico	  en	  la	  práctica	  clínica	  y	  dificultades	  a	  la	  hora	  de	  selección	  de	  
la	  muestra	  a	  analizar.	  
Los	  mecanismos	  de	  resistencia	  se	  dividen	  en	  dos	  grupos,	  intrínsecos	  (primarios)	  o	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adquiridos.	  La	  resistencia	  intrínseca	  aparece	  en	  aproximadamente	  el	  50%	  de	  pacientes	  	  
tratados	   con	   vemurafenib	   (15%	   no	  muestran	   reducción	   del	   tumor,	   mientras	   que	   el	  
35%	  de	  los	  pacientes	  logran	  una	  reducción	  parcial).	  La	  resistencia	  intrínseca	  es	  rápida,	  
se	   inicia	   en	   las	   primeras	   horas	   del	   tratamiento	   y	   es	   reversible	   (la	   eliminación	   del	  
fármaco	   restablece	   la	   señal	   basal).	   En	   la	   resistencia	   adquirida	   (50%),	   los	   pacientes	  
responde	   inicialmente	   (>30%	   de	   contracción	   del	   tumor)	   al	   tratamiento,	   pero	  
posteriormente	  progresa	  la	  enfermedad.	  Esta,	  puede	  deberse	  a	  la	  adquisición	  de	  otra	  
mutación	  o	   a	   la	   selección	   secundaria	  de	  una	   sola	   célula	  o	  pequeña	   subpoblación	  de	  
células	   que	   albergan	  un	   alteración	   genética	   pre-­‐existente	   que	  niega	   el	   efecto	   de	   los	  
inhibidores	   de	   RAF.	   Las	   alteraciones	   de	   la	   resistencia	   adquirida	   produce	   cambios	  
estables	   que	   pueden	   llevar	   a	   la	   resistencia	   irreversible	   e	   incluso	   al	   crecimiento	   del	  
tumor	   que	   es	   dependiente	   del	   fármaco.	   Estas	   dos	   formas	   de	   resistencia	   a	   los	  
tratamientos	  con	  inhibidores	  de	  BRAF	  no	  son	  excluyentes	  entre	  sí.105,106	  
	  
- Mecanismos	  de	  resistencia	  primaria	  (intrínseca)	  
La	  inactivación	  de	  genes	  supresores	  tumorales	  se	  cree	  que	  contribuye	  a	  la	  aparición	  de	  
resistencia	  intrínseca.	  El	  gen	  de	  susceptibilidad	  al	  retinoblastoma	  (pRb)	  y	  PTEN,	  se	  han	  
relacionado	  con	  la	  resistencia	  intrínseca	  a	  vemurafenib.	  En	  estudios	  en	  líneas	  celulares	  
con	   mutación	   de	   BRAFV600E	   y	   delección	   de	   PTEN	   se	   ha	   visto	   mayor	   resistencia	   al	  
tratamiento	   con	   vemurafenib	   en	   comparación	   con	   homólogos	   con	   PTEN	   de	   tipo	  
silvestre.107,108	   Nathanson	   y	   cols.,	   observaron	   en	   pacientes	   con	  melanoma	  BRAFV600E	  
con	  PTEN	  de	  tipo	  silvestre	  tratados	  con	  dabrafenib	  una	  mayor	  supervivencia	   libre	  de	  
progresión	  en	  aquellos	  pacientes	  que	  albergan	  al	  menos	  un	  alelo	  mutado	  de	  PTEN.109	  
Algunas	   alteraciones	   en	   la	   señalización	   RTK	   se	   han	   relacionado	   con	  mecanismos	   de	  
resistencia	   intrínseca.	   La	   adición	   del	   factor	   de	   crecimiento	   de	   hepatocitos	   (HGF	   )en	  
líneas	   celulares	   de	   melanoma	   BRAFV600E	   y	   su	   producción	   elevada	   por	   células	   del	  
estroma	   han	   demostrado	   resistencia	   a	   vemurafenib	   a	   través	   de	   la	   activación	   del	  
receptor	  c-­‐MET	  de	  ERK1/2.110,111	  Los	  niveles	  de	  HGF	  séricos	  elevados	  antes	  de	  un	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tratamiento	   de	   vemurafenib	   son	   factores	   predictivos	   de	   la	   reducción	   en	   la	  
supervivencia	  global.110	  
Los	   mecanismos	   de	   resistencia	   primaria	   pueden	   provocar	   a	   su	   vez	   una	   respuesta	  
adaptativa	  como	  mecanismo	  de	  escape	   (Tabla	  7).	   Se	  ha	  demostrado	  un	  aumento	  de	  
FOXD3,	   en	   respuesta	   al	   tratamiento	   con	   vemurafenib.112	   Este	   aumento	   inducido	   en	  
FOXD3	  modifica	  la	  respuesta	  apoptótica	  al	  vemurafenib	  y	  mejora	  la	  apoptosis	  inducida	  
por	   vemurafenib.	   Por	   otro	   lado,	   el	   aumento	   de	   FOXD3	   en	   las	   células	   sensibles	   a	  
inhibidor	   de	   la	   RAF	   proporciona	   protección	   frente	   a	   este	   fármaco.113	   Lito	   y	   cols.,	  
estudiaron	   la	   retroalimentación	   de	   RTK	   y	   re-­‐configuración	   de	   la	   ERK1/2	   en	   un	  
subconjunto	   de	   células	   de	   melanoma	   BRAF	   mutado.	   Demostraron	   la	   activación	   de	  
ERK1/2	   en	   presencia	   de	   inhibidores	   de	   RAF	   debido	   a	   la	   activación	   de	   RTK	  
(ERBB/miembros	  de	  la	  familia	  HER).	  La	  reactivación	  de	  ERK	  	  estaba	  impulsada	  por	  RTK	  
a	  través	  de	  Ras-­‐GTP	  elevada,	  que	  inducía	  la	  formación	  de	  dímeros	  de	  RAF	  resistente	  a	  	  
independencia	  de	  inhibidor	  de	  la	  RAF.114	  	  
Las	  respuestas	  primarias	  también	  pueden	  tener	  un	  impacto	  en	  otras	  vías.	  Haq	  y	  cols.,	  
observaron	  que	  el	   tratamiento	  con	   inhibidores	  de	  BRAF	  regula	  positivamente	  MITF	  y	  
controla	  la	  expresión	  de	  PGC1α.115	  La	  fosforilación	  oxidativa	  se	  ha	  estudiado	  como	  un	  
marcador	  de	  resistencia	   intrínseca.	  Las	  células	  con	  alto	  nivel	  de	   la	  desmetilasa	  H3K4,	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Tabla	  7.	  Mecanismos	  de	  resistencia	  primaria/intrínseca.	  Modificado	  de	  Spagnolo	  y	  cols.	  (2015)126	  
	  
- Mecanismos	  de	  resistencia	  adquirida/secundaria	  (Tabla	  8)	  
Nazarian	  y	  cols.,	  estudiaron	  los	  primeros	  mecanismos	  de	  resistencia	  que	  eliminaban	  el	  
bloqueo	   de	   la	   señalización	   de	   BRAFV600E.	   La	   regulación	   del	   receptor	   de	   la	   tirosina	  
quinasa	   (RTK),	   PDGFR-­‐β,	   y	   la	   expresión	   de	   NRASQ61.127	   Poulikakos	   y	   cols.,	   (2011),	  
descubrieron	   la	   coexistencia	   de	   NRAS	   con	   BRAFV600E	   como	   un	   mecanismo	   de	  
resistencia.	   Las	   mutaciones	   de	   HRAS	   (1%)	   y	   KRAS	   (2%)	   	   también	   pueden	   ser	  
importantes	  en	  el	  ajuste	  de	  la	  resistencia	  adquirida	  a	  los	  inhibidores	  de	  la	  RAF.	  128	  
La	  reactivación	  de	  ERK1/2	  es	  un	  splicing	  alternativo	  de	  BRAF.	  Existe	  una	  forma	  61	  kDa	  
de	  la	  BRAFV600E,	  que	  carece	  de	  los	  exones	  4-­‐8	  a	  partir	  de	  líneas	  celulares	  resistentes	  in	  
vitro.128	   Esta	   forma	   posee	   mayor	   propiedad	   dimerización	   independientemente	   del	  
estado	  RAS	  y	  activa	  MEK	  y	  ERK1/2	  en	  presencia	  de	  vemurafenib.	  La	  amplificación	  del	  
número	   de	   copias	   de	   BRAFV600E,129	   así	   como	   la	   activación	   de	   ciertas	   (C1215)	  
mutaciones	   MEK1	   también	   se	   han	   descrito	   como	   mecanismos	   de	   resistencia	   a	  
vemurafenib.130	   Sin	  embargo,	  otras	  mutaciones	  MEK1	  como	   las	  alteraciones	  P124S	  y	  
I111S	  se	  han	  detectado	  en	  las	  muestras	  de	  pre-­‐tratamiento	  y	  no	  ofrecen	  resistencia	  a	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La	   sobreexpresión	   de	   receptores	   de	  membrana	   con	   actividad	   tirosina-­‐quinasa	   (RTK),	  
como	  el	  receptor	  del	  factor	  de	  crecimiento	  de	  la	  insulina	  (IGFR)	  o	  el	  receptor	  del	  factor	  
de	  crecimiento	  de	  las	  plaquetas	  (PDGFR),	  ponen	  en	  marcha	  la	  cascada	  de	  transducción	  
de	   señales,	   con	   activación	   de	   la	   vía	   AKT-­‐mTOR,	   para	   en	   un	   paso	   final	   llevar	   al	  
crecimiento	  tumoral,	  proliferación	  y	  supervivencia	  de	  la	  célula	  (Fig.	  5).	  
La	  complejidad	  de	  estos	  mecanismos,	  hace	  necesarias	  estrategias	  personalizadas	  con	  
una	   segunda	   línea	   de	   tratamiento	   o	   combinaciones	   de	   fármacos.	   En	   la	   actualidad,	  
están	   previstas	   o	   en	   curso,	   varios	   ensayos	   clínicos	   para	   sostener	   los	   efectos	   de	   los	  
inhibidores	  de	  BRAF	  y	  prevenir	   la	  resistencia,	   incluidos	   los	  ensayos	  que	  combinan	  los	  
inhibidores	  de	  BRAF	  y	  MEK	  selectivos.	  	  
El	   campo	   del	   tratamiento	   del	   melanoma	   ha	   avanzado	   enormemente	   en	   la	   última	  
década,	   dilucidar	   la	   biología	   de	   esta	   enfermedad	   mortal	   y	   los	   resultados	   clínicos	  
alentadores	  son	  la	  prueba	  de	  que	  este	  trabajo	  está	  dando	  sus	  frutos.	  Tenemos	  muchas	  
opciones	  y	  los	  agentes	  disponibles	  para	  la	  combinación	  de	  tratamientos	  y	  el	  aumento	  
del	   conocimiento	   de	   los	   mecanismos	   moleculares	   que	   subyacen	   a	   la	   resistencia	   a	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Tabla	  8.	  Mecanismos	  de	  resistencia	  secundaria/adquirida.	  Modificado	  de	  Spagnolo	  y	  cols.	  (2015)126	  
	  
	  	  
Figura	  5.	  La	  figura	  muestra	  el	  sistema	  de	  clasificación	  de	  los	  mecanismos	  de	  resistencia	  de	  los	  inhibidores	  selectivos	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1.10. Pronóstico	  asociado	  a	  la	  mutación	  BRAF	  
La	  mutación	  BRAF	  es	  un	  marcador	  de	  mal	  pronóstico	  en	  algunos	  tipos	  de	  cáncer	  como	  
se	   ha	   descrito	   en	   el	   carcinoma	   papilar	   de	   tiroides	   y	   en	   el	   cáncer	   colorrectal.79	   La	  
frecuencia	  de	  mutación	  BRAF	  en	  melanomas	  primarios	  oscila	  entre	  36-­‐45%32,33,46	  y	  42-­‐
55%	  en	  el	  melanoma	  metastásico.59,140,36	  En	  el	  melanoma,	  la	  relevancia	  de	  la	  mutación	  
BRAF	  en	  el	  pronóstico	  y	  en	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  todavía	  está	  en	  estudio	  con	  
resultados	  contradictorios	  en	  los	  diversas	  publicaciones	  revisadas	  hasta	  la	  fecha.141	  Se	  
ha	  observado	  sin	  embargo,	  una	  tendencia	  a	  la	  disminución	  de	  la	  supervivencia	  en	  los	  
pacientes	  con	  presencia	  de	  la	  mutación.36,142,143,144	  Gracias	  a	  los	  hallazgos	  en	  la	  posible	  
implicación	   en	   la	   progresión	   de	   este	   cáncer	   se	   ha	   propuesto	   la	   determinación	   de	   la	  
mutación	   para	   ampliar	   las	   alternativas	   en	   la	   terapia	   adyuvante	   actual	   con	   la	  
administración	  de	  inhibidores	  selectivos	  de	  BRAF	  y	  otros	  inhibidores	  de	  la	  vía	  MAPK.144	  
La	  presencia	  de	   la	  mutación	  BRAF	  en	  el	  melanoma	  metastásico	  se	  ha	  asociado	  a	  una	  
peor	  supervivencia	  desde	  el	  momento	  de	  la	  primera	  metástasis	  36,142	  o	  al	  tiempo	  de	  la	  
primera	  metástasis	  tras	  ser	  resecado,140	  aunque	  los	  estudios	  publicados	  hasta	  la	  fecha	  
son	   muy	   limitados.59	   Barbour	   y	   cols.,	   trataron	   de	   determinar	   los	   patrones	   de	  
recurrencia	   de	   melanoma	   y	   la	   supervivencia	   en	   124	   pacientes	   en	   estadio	   III.	   Los	  
pacientes	  con	  mutaciones	  BRAF	  presentaron	  mayor	  tasa	  de	  recidiva	  a	  los	  3	  años	  (77%)	  
frente	   a	   un	   54%	   en	   pacientes	  BRAF	   tipo	   silvestre.143	   Picard	   y	   cols.,	   tras	   estudiar	   72	  
melanomas	   en	   estadio	   III	   con	   ganglio	   centinela	   positivo,	   de	   los	   cuales	   32	   pacientes	  
presentaban	   la	  mutación,	   concluyeron	  que	   la	   presencia	  de	   la	  mutación	  BRAF	   era	  un	  
indicador	   de	  mal	   pronóstico	   en	   estos	  melanomas	   y	   propusieron	   que	   se	   incluyese	   la	  
mutación	  en	   la	  estadificación.142	  Long	  y	  cols.,	  observaron	  que	   la	  supervivencia	  media	  
de	  los	  pacientes	  estudiados	  con	  melanomas	  metastásicos	  recién	  diagnosticados	  fue	  de	  
5,7	  meses	  para	   los	  pacientes	   con	   la	  mutación	  BRAF	   no	   tratados	   con	  un	   inhibidor	  de	  
BRAF	  frente	  a	  8,5	  meses	  para	  los	  pacientes	  BRAF	  tipo	  silvestre.36	  Pero	  también	  existen	  
trabajos	  con	  resultados	  en	  los	  que	  no	  se	  reproduce	  esta	  asociación.100,145,141,146	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Rurtkowsky	  y	  cols.,	  en	  un	  amplio	  análisis	  molecular	  de	  melanomas	  en	  fase	  III	  revelaron	  
que	  el	  estado	  mutacional	  BRAF	   y	  NRAS	  no	  era	  un	  marcador	  pronóstico	  en	  pacientes	  	  
con	   melanoma	   en	   estadio	   III	   con	   afectación	   ganglionar	   macroscópica,	   pero	   podría	  
tener	   implicaciones	  para	   la	   terapia	   adyuvante	  potencial.	   Por	   lo	   tanto	   son	  necesarios	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2. HIPÓTESIS	  Y	  OBJETIVOS	  
2.1. Hipótesis	  
En	  el	  melanoma,	  el	  desarrollo	  de	   los	   inhibidores	  de	  BRAFV600E	  ha	  generado	  un	  
importante	   avance	   en	   su	  manejo.	   Sin	   embargo,	   a	   pesar	   de	   que	   estos	   fármacos	   han	  
demostrado	  un	  aumento	  de	  la	  supervivencia	  global,	  la	  aparición	  de	  resistencias	  a	  estas	  
moléculas	   en	   un	   subgrupo	   de	   pacientes	   requiere	   la	   identificación	   de	   nuevos	  
mecanismos	  tumorales	  que	  justifiquen	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad.	  
En	  la	  era	  de	  la	  terapia	  dirigida	  de	  inhibidores	  de	  proteínas	  oncogénicas,	  como	  
en	  el	  caso	  de	  la	  mutación	  de	  BRAFV600E,	  se	  parte	  de	  que	  los	  tumores	  metastásicos	  son	  
clonales	   con	   respecto	   al	   oncogén	  mutado	   en	   el	   melanoma	   primario.	   En	   los	   últimos	  
años,	  se	  han	  publicado	  algunos	  trabajos	  que	  cuestionan	  la	  permanencia	  de	  la	  mutación	  
del	  gen	  BRAF	  a	  lo	  largo	  de	  la	  progresión	  del	  melanoma.	  De	  hecho	  varios	  autores,	  han	  
identificado	   heterogeneidad	   de	   dicha	   mutación	   en	   una	   serie	   de	   pacientes	   con	  
melanoma.	  En	  nuestro	  estudio,	  se	  investiga	  la	  heterogeneidad	  intra	  e	  intertumoral	  en	  
el	  melanoma	  	  con	  el	  fin	  de	  llegar	  a	  una	  mejor	  comprensión	  de	  esta	  enfermedad.	  	  
2.2. Objetivos	  
En	  el	  presente	  trabajo	  se	  han	  empleado	  dos	  técnicas	  diagnósticas	  para	  la	  detección	  de	  
la	  mutación	  BRAFV600E,	   con	  el	   fin	  de	  validar	  estas	  pruebas	  para	   la	   identificación	  de	   la	  
mutación	   BRAF	   en	   nuestra	   muestra	   compuesta	   por	   melanomas	   primarios	   y	   sus	  
metástasis	   de	   forma	   pareada.	   El	   análisis	   de	   la	   calidad	   de	   ambas	   técnicas	   y	   su	  
combinación	  para	  el	  diseño	  de	  un	  algoritmo	  diagnóstico	  de	   la	  mutación,	  permitirá	   la	  
identificación	   de	   pacientes	   con	   melanoma	   candidatos	   a	   tratamientos	   con	   estos	  
inhibidores	  selectivos	  	  de	  una	  forma	  rápida	  y	  accesible.	  
Por	   lo	   tanto,	   el	   presente	   proyecto	   pretende	   estudiar	   tres	   principales	   aspectos	  
relacionados	   con	   la	   presencia	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   en	   el	   melanoma:	   la	  
heterogeneidad	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   intra	   e	   intertumoral	   del	   melanoma,	   la	  
validación	  de	  dos	  técnicas	  diagnósticas	  para	  el	  estudio	  gen	  BRAFV600E	  y	  su	  	  combinación	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como	  algoritmo	  diagnóstico,	  y	  por	  último,	  la	  relevancia	  de	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  
BRAFV600E	  en	  el	  pronóstico	  de	  los	  pacientes	  que	  la	  poseen.	  	  
Objetivos	  concretos	  
1. Correlacionar	   los	   resultados	   del	   estado	   mutacional	   BRAFV600E	   con	   las	  
características	  clínicopatológicas	  de	  los	  melanomas	  primarios	  cutáneos.	  
2. Identificación	   de	   la	   heterogeneidad	   inter	   e	   intratumoral	   de	   la	   mutación	  
BRAFV600E	  en	  melanoma.	  Estudiar	  la	  clonalidad	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E	  en	  los	  
tumores	   primarios	   y	   en	   sus	   metástasis,	   a	   través	   de	   la	   técnica	   qPCR	   e	  
inmunohistoquímica.	  
3. Valorar	   la	   aplicabilidad	   clínica	   de	   la	   técnica	   de	   inmunohistoquímica	   del	  
anticuerpo	  VE1	  en	  la	  detección	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E.	  
4. Estudiar	   la	   mutación	   BRAFV600	   como	   factor	   pronóstico	   independiente	   que	  
























	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  3	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 80	  














	   	   MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 
	   81	  
3. MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
3.1. Selección	  de	  casos	  
Para	   el	   presente	   estudio	   se	   recopilaron	   de	   forma	   retrospectiva	   un	   total	   de	   152	  
muestras	  de	  65	  pacientes	  con	  melanoma	  primario	  cutáneo	  y	  metástasis	  de	  la	  base	  de	  
datos	   del	   Servicio	   de	   Anatomía	   Patológica	   del	   Hospital	   Universitario	   12	   de	   Octubre	  
desde	  1996,	  en	  donde	  fueron	  procesadas	  y	  estudiadas.	  El	  proyecto	  fue	  aprobado	  por	  
el	  Comité	  Ético	  del	  Hospital.	  De	   los	  65	  pacientes,	  26	  eran	  mujeres	  y	  39	  varones.	   Los	  
criterios	  de	  selección	  fueron:	  
3.1.1. Criterios	  de	  inclusión	  
- Disponibilidad	   de	   tejido	   tumoral	   de	   muestras	   pareadas	   de	  
melanoma	   primario	   y	   metástasis	   del	   archivo	   del	   Servicio	   de	  
Anatomía	  Patológica	  del	  Hospital	  12	  de	  Octubre.	  	  
- Pacientes	  con	  un	  único	  melanoma	  primario.	  
- Melanomas	  metastásicos	  (estadio	  I-­‐IV	  de	  la	  AJCC,	  al	  diagnóstico).	  
- Bloques	  con	  representación	  tumoral	  superior	  al	  10%.	  	  
- Pacientes	  mayores	  de	  18	  años	  en	  el	  momento	  de	  diagnóstico.	  
- Tipos	  de	  melanoma:	  MES,	  LMM,	  MN	  y	  ML.	  
3.1.2. Criterios	  de	  exclusión	  
- Melanomas	  	  de	  mucosas,	  uveales	  y	  formas	  raras.	  
- Metástasis	  y	  tumores	  primarios	  con	  escaso	  contenido	  tumoral	  y	  con	  
abundante	  necrosis.	  
- Citologías	  (Ej:	  PAAF	  de	  metástasis)	  
	  
3.2. Muestras	  tisulares	  
Una	  vez	  seleccionados	  los	  pacientes,	  se	  revisaron	  las	  historias	  clínicas	  de	  todos	  ellos	  y	  
se	  recogieron	  los	  datos	  clínicos	  evolutivos	  que	  describiremos	  en	  el	  apartado	  “variables	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a	  estudio	  recogidas”.	  De	  los	  65	  pacientes,	  fueron	  excluidos	  3	  por	  falta	  de	  disponibilidad	  
de	   las	  muestras.	   La	   cohorte	   finalmente	   consistió	   en	   62	   pacientes,	   que	   aportaron	   al	  
estudio	   un	   total	   de	   62	   tumores	   primarios	   y	   84	   tumores	   metastásicos.	   La	   edad	   de	  
diagnóstico	   de	  melanoma	   estaba	   comprendida	   entre	   23	   y	   87	   años	   (mediana:	   59,00	  
años).	   En	   40	   pacientes	   se	   estudió	   una	   sola	   metástasis	   y	   en	   22	   casos	   metástasis	  
múltiples	   (2).	   Las	   metástasis	   fueron	   clasificadas	   como:	   piel,	   ganglio	   y	   visceral.	   Se	  
reunieron	  un	  total	  de	  146	  muestras	  (Tabla	  9).	  
	  
Tabla	  9.	  Distribución	  de	  muestras	  tisulares	  
	  
Los	   tejidos	   tumorales	   incluidos	   en	   el	   estudio	   fueron	   62	   melanomas	   primarios,	   42	  
metástasis	  de	  piel,	  37	  metástasis	  ganglionares	  y	  cinco	  metástasis	  viscerales	   (tráquea,	  	  
bronquio,	  cerebro	  y	  dos	  de	  peritoneo).	  Las	  muestras	  estaban	  fijadas	  en	  formaldehído	  
al	  4%	  e	  incluidas	  en	  parafina.	  De	  todos	  los	  casos	  se	  disponía	  de	  una	  laminilla	  con	  varios	  
cortes	   representativos	   del	   tumor	   en	   hematoxilina-­‐eosina.	   Todas	   las	   preparaciones	  
fueron	   revisadas	   con	   el	   fin	   de	   confirmar	   el	   diagnóstico	   de	   melanoma,	   describir	   el	  
subtipo	   histológico,	   calcular	   el	   espesor	   de	   Breslow,	   nivel	   de	   Clark,	   inflamación	   y	  
ulceración,	  y	  sus	  metástasis.	  
3.3. Diseño	   del	   algoritmo	   diagnóstico	   para	   el	   estudio	   de	   heterogeneidad	  
intertumoral	  
A	   continuación,	   se	   analizaron	   las	   muestras	   en	   paralelo,	   melanomas	   primarios	   y	   sus	  
metástasis,	  mediante	  dos	  técnicas	  cualitativas:	  Cobas®	  4800	  BRAF	  V600	  Mutation	  Test	  
y	   la	   expresión	   inmunohistoquímica	   de	   la	   proteína	   BRAFV600E	   a	   través	   del	   anticuerpo	  
VE1.	  Se	  utilizó	  el	  mismo	  bloque	  de	  tejido	  para	  realizar	  ambos	  análisis.	  	  
Por	   último,	   los	   casos	   discordantes,	   es	   decir,	   aquellos	   en	   los	   que	   la	   mutación	   no	   se	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técnicas,	   fueron	   sometidos	   a	   secuenciación	  directa	   Sanger	  para	  BRAF	  exón	  15	   como	  
técnica	  gold	  standar	  entre	  las	  previas	  y	  de	  esta	  manera	  precisar	   la	  presencia	  o	  no	  de	  
mutación	  y	  la	  posible	  identificación	  de	  otras	  mutaciones	  más	  infrecuentes	  (Fig.	  6).	  Se	  






	  	  	  	  
	  
	  
Figura	  6.	  Algoritmo	  diagnóstico	  de	  nuestro	  estudio	  	  
3.4. Manejo	  de	   la	  muestra	   y	   extracción	  de	  ADN	  para	  qRT-­‐	   PCR	   y	   secuenciación	  
directa	  
Los	   cortes	   teñidos	   con	   hematoxilina-­‐eosina	   fueron	   revisados	   por	   un	   patólogo	   y	   un	  
dermatólogo,	   y	   así,	   escogimos	   los	   tejidos	   tumorales	   de	   mayor	   calidad	   para	   la	  
extracción	  de	  ADN.	  	  
Para	  la	  preparación	  de	  las	  muestras	  y	  el	  aislamiento	  del	  ADN,	  se	  escogieron	  secciones	  
que	   contenían	   un	   porcentaje	   de	   celularidad	   tumoral	   por	   encima	   del	   límite	   de	  
sensibilidad	  de	  las	  técnicas	  utilizadas	  (qRT-­‐PCR,	  Cobas®:	  un	  porcentaje	  mínimo	  de	  ADN	  
mutado	   superior	   al	   5%;	   porcentaje	  mínimo	   de	   células	   tumorales	   del	   15%;	  muestras	  
con	  un	  contenido	  tumoral	  superior	  al	  15%.	  Se	  realizó	  macrodisección	  de	  las	  muestras	  












	   	   MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 
84	  
	   	  
directa,	   Sanger®:	   porcentaje	   mínimo	   de	   ADN	   mutado>25%.76,147	   Se	   realizó	  
macrodisección	   si	   la	   proporción	   de	   células	   tumorales<60%.147	   Con	   el	   microscopio	  
óptico	  identificamos	  las	  zonas	  tumorales	  que	  queríamos	  estudiar	  y	  las	  marcamos	  con	  
un	   rotulador,	   evitando	   áreas	   con	   necrosis,	   inflamación	   y	   piel	   normal	   adyacentes	  
(macrodisección).	  
Una	  vez	   seleccionados	   los	  bloques	   y	  macrodisecado	  el	   tejido	   tumoral,	   se	  obtuvieron	  
con	  un	  micrótomo	  secciones	  de	  5	  μm	  de	  los	  bloques	  de	  parafina	  y	  se	  depositaron	  en	  
tubos	  eppendorf.	  Cada	  corte	  fue	  recogido	  con	  ayuda	  de	  una	  aguja	  estéril	  e	  introducido	  
en	  un	  tubo	  eppendorf	  estéril	  previamente	  rotulado	  que	  se	  mantuvo	  en	  una	  estufa	  a	  37	  
±	   2oC	   toda	   la	   noche.	   Si	   el	   tamaño	   del	   tejido	   tumoral	   era	   igual	   o	  mayor	   a	   1	   cm2,	   se	  
incluía	   una	   sección,	   pero	   sí	   la	  muestra	   era	   de	   un	   tamaño	   inferior	   se	   utilizaban	  más	  
secciones.	  El	  ADN	  fue	  aislado	  mediante	  un	  kit	  de	  preparación	  de	  muestras	  basado	  en	  la	  
unión	  del	  ADN	  a	  fibras	  de	  vidrio	  (Cobas®	  DNA	  Sample	  Preparation	  Kit,	  Roche	  Molecular	  
Systems,	  Branchburg,	  NJ,	  EE.UU.)	  (Fig.	  7).	  
	  
	  
Figura	   7.	   Preparación	   de	   la	   muestra	   de	   ADN	   (Cobas®	   DNA	   Sample	   Preparation	   Kit,	   Roche	   Molecular	   Systems,	  
Branchburg,	  NJ,	  EE.UU)	  
Cada	  sección	  de	  5	  μm	  fue	  desparafinada	  con	  xileno	  y	  etanol:	  
- Colocamos	   cada	   sección	   de	   5	   μm	   de	   las	   muestras	   fijadas	   con	  
formaldehído	   e	   incluidas	   en	   parafina,	   en	   un	   tubo	   de	   1,5	   ml	  
etiquetado	  con	  la	  información	  de	  identificación	  de	  la	  muestra.	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- Se	  añadió	  500	  μl	  de	  xileno.	  
- Se	  agitó	  durante	  10	  segundos.	  
- Dejamos	  el	  tubo	  durante	  5	  minutos	  a	  15°C-­‐30°C.	  	  
- Añadimos	   500	   μl	   de	   etanol	   absoluto	   y	   agitamos	   la	   mezcla	  
durante	  10	  segundos.	  	  
- Se	  dejó	  el	  tubo	  durante	  5	  minutos	  a	  15°C-­‐30°C.	  	  
- Se	   centrifugó	   la	   mezcla	   a	   16.000	   x	   g	   a	   20.000	   x	   g	   durante	   2	  
minutos	   y	   eliminamos	   el	   sobrenadante.	   Se	   aspiró	   el	  
sobrenadante	   desde	   arriba	   hacia	   abajo,	   siguiendo	   el	   nivel	   del	  
líquido,	  con	  una	  micropipeta	  de	  precisión.	  	  
- Añadimos	   1	   ml	   de	   etanol	   absoluto	   y	   agitamos	   durante	   10	  
segundos.	  	  
- Se	   centrifugó	   a	   16.000	   x	   g	   a	   20.000	   x	   g	   durante	   2	   minutos	   y	  
eliminamos	  el	  sobrenadante.	  	  
- Secamos	  el	  precipitado	  de	  tejido	  durante	  10	  minutos	  a	  56°C	  en	  
un	  bloque	  de	  calentamiento	  con	  los	  tubos	  abiertos.	  
- Resuspendimos	  el	  sedimento	  de	  tejido	  en	  180	  μl	  de	  tampón	  de	  
lisis	  de	  tejido	  de	  ADN	  (ADN	  TLB)	  1	  x	  10	  mL	  (Cobas®	  DNA	  Sample	  
Preparation	   Kit):	   Tampón	   Tris-­‐HCL	   +	   Cloruro	   potásico	   +	   0,04%	  
EDTA	  	  +	  0.1%	  Triton	  X-­‐100	  +	  0,09%	  azida	  sódica.	  
Las	   secciones	   desparafinadas	   se	   sometieron	   a	   lisis	   con	   PK.	   A	   continuación,	   fueron	  
purificadas	  por	  centrifugación	  a	  través	  de	  una	  columna	  con	  un	  filtro	  de	  fibra	  de	  vidrio	  y	  
eluídas	  en	  una	  solución	  acuosa:	  
- Añadimos	   70	   μl	   de	   PK	   reconstituida	   (se	   añade	   4,5	  ml	   de	   agua	  
estéril	   (grado	   PCR)	   mediante	   una	   pipeta	   serológica	   estéril	   y	  
desechable	  de	  5	  ml.	  Se	   invirtió	   la	  mezcla	  entre	  5	  y	  10	  veces.	  Se	  
transfirió	   una	   parte	   alícuota	   de	   450	   μl	   de	   PK	   reconstituida	   a	  
tubos	  para	  microcentrífuga	  Safe-­‐Lock	  de	  1,5	  ml	  y	  se	  almacenó	  a	  -­‐
20°C.	  Se	  descongeló	  el	  número	  suficiente	  de	  alícuotas	  para	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procesar	   el	   número	   de	   muestras	   que	   se	   iban	   a	   analizar	   (se	  
requieren	  70	  	  μl	  de	  PK	  	  reconstituida	  para	  cada	  muestra).	  PK	  	  
- liofilizada	  1	  x	  100	  mg	  (Cobas®	  DNA	  Sample	  Preparation	  Kit).	  
- Agitamos	  la	  mezcla	  muestra	  /DNA	  TLB	  (Tampón	  de	  lisis	  del	  tejido	  
de	   ADN)	   1	   x	   10	   mL	   (Cobas®	   DNA	   Sample	   Preparation	   Kit):	  
Tampón	  Tris-­‐HCL	  +	  Cloruro	  potásico	  +	  0.04%	  EDTA	  +	  0.1%	  Triton	  
X-­‐100	  +	  0.09%	  azida	  sódica	  /mezcla	  de	  PK	  durante	  30	  segundos.	  
- Colocamos	  el	  tubo	  en	  un	  bloque	  de	  calor	  seco	  a	  56	  oC	  y	  se	  incubó	  
durante	  60	  minutos.	  
- Agitamos	  el	  tubo	  durante	  10	  segundos.	  
- Colocamos	  el	  tubo	  en	  el	  bloque	  de	  calor	  seco	  a	  90	  oC	  y	  se	  incubó	  
durante	  60	  minutos.	  
- Se	  enfrió	  a15°C-­‐30°C.	  Después	  de	  enfriar	  la	  mezcla,	  se	  centrifugó	  
a	  pulso	  para	  recoger	  el	  exceso	  de	  líquido	  de	  la	  tapa.	  
- Añadimos200	   μl	   de	   ADN	   PBB	   (Tampón	   de	   unión	   de	   ADN	   en	  
parafina)	   1	   x	   10	   mL	   (Cobas®	   DNA	   SamplePreparation	   Kit):	  
Tampón	  Tris-­‐HCl	  +	  49,6%	  Clorhidrato	  de	  guanidina	  +	  0,05%	  Urea	  
+	   17,3%	   Triton	   X-­‐100	   y	   lo	   mezclamos	   pipeteando	   3veces	   de	  
arriba	  a	  abajo.	  Se	  incubó	  a	  15°C	  -­‐30°C	  durante	  10	  minutos	  
- Añadimos	  100	  μl	  de	  isopropanol	  en	  cada	  tubo	  y	  se	  mezclamos	  el	  
lisado	  pipeteando	  3	  veces	  de	  arriba	  y	  abajo.	  	  
- Transferimos	  todo	  el	   lisado	  a	   la	  unidad	  de	  FT	   (tubos	  de	   filtrado	  
con	  tapones)	  /CT	  (tubos	  de	  obtención	  de	  muestras).	  
- Centrífugamos	  FT/CT	  a	  8000	  x	  g	  durante	  1	  minuto.	  
- Colocamos	   cada	  FT	  en	  un	  nuevo	  CT	   y	   se	  desechamos	  el	   flujo	   a	  
través	  de	  la	  CT.	  
- Añadimos	  500	  μl	  de	  WBI	  (tampón	  de	  lavado	  de	  ADN	  I)	  1	  x	  25	  mL	  
(Cobas®	   DNA	   Sample	   Preparation	   Kit):	   Tampón	   Tris-­‐HCl	   +	   64%	  
Hidrocloruro	  de	  guanidina	  (Fig.	  8).	  
- Se	  centrífugó	  	  FT/CT	  a	  8000	  xg	  durante	  1	  minuto.	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- Colocamos	  FT	  en	  un	  nuevo	  CT.	  Desechamos	  el	  flujo	  a	  través	  de	  la	  
antigua	  CT.	  
- Se	  centrífugó	  FT/CT	  en	  16.000	  a	  20.000	  x	  g	  durante	  1	  minuto	  	  
- para	  secar	  la	  membrana	  de	  filtro.	  	  
- Colocamos	  el	  tubo	  de	  FT	  en	  un	  tubo	  de	  elución	  (1,5	  ml	  tubo	  de	  
microcentrífuga)	   pre-­‐etiquetados	   con	   la	   identificación	   de	   la	  
muestra.	  Desechamos	  el	  flujo.	  
- Añadimos	  100	  μl	  de	  ADN	  EB	  (Tampón	  de	  elución	  de	  ADN)	  	  1	  x	  6	  
mL	   (Cobas®	   DNA	   Sample	   Preparation	   Kit):	   Tampón	   Tris-­‐Hcl	   +	  
0,09%	  azida	  sódica	  en	  el	  centro	  de	   la	  membrana	  FT	  sin	  tocar	   la	  
membrana	  FT.	  	  
- Se	   incubó	   FT	   con	   el	   tubo	   de	   elución	   a	   15°C-­‐30°C	   durante	   5	  
minutos.	  	  
- Se	   centrifugó	   FT	   con	   el	   tubo	   de	   elución	   a	   8.000	   x	   g	   durante	   1	  
minuto	   para	   recoger	   la	   elución	   en	   el	   tubo	   de	   elución	   (pre-­‐
marcado	  de	  microcentrífuga	  de	  1,5	  ml	  tubo).	  Desechamos	   la	  FT	  
utilizada.	  	  
- Cerramos	  las	  tapas	  de	  los	  tubos	  de	  elución.	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3.5. Cuantificación	  de	  ADN	  de	  cada	  muestra	  para	  el	  estudio	  
La	  cuantificación	  y	  valoración	  de	  la	  calidad	  de	  ADN	  genómico	  fue	  determinada	  a	  partir	  
de	  lecturas	  duplicadas	  a	  260	  nm	  (las	  dos	  medidas	  debían	  estar	  entre	  ±	  10%	  cuando	  la	  
concentración	   de	   ADN	   era	   ≥	   20,0	   ng/mL.	   Para	   lecturas	   <	   20,0	   ng/l,	   las	   dos	  medidas	  
debían	   estar	   dentro	  de	   ±	   2.0	   ng/mL),	   con	  un	   espectrofotómetro	  Nanodrop	  ND-­‐2000	  
UV-­‐Vis	   (Thermo	   Fisher	   Scientific,	  Wilmington,	   DE)	   La	   calidad	   de	   las	   muestras:	   ratios	  
260/280	  de	  1,8.	  El	  índice	  de	  pureza	  del	  260/230	  del	  ADN	  en	  el	  rango	  de	  1,8-­‐2,2	  (Fig.	  9)	  
	  
Figura	  9.	  Nanodrop	  ND-­‐2000	  Espectrofotómetro	  UV-­‐Vis	  (Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Wilmington,	  DE)	  
3.6. Análisis	  de	  la	  mutación	  mediante	  	  tres	  técnicas	  diagnósticas	  
3.6.1. Proceso	   de	   detección	   de	   la	   mutación	   BRAFV600	   a	   través	   de	   qRT-­‐PCR	  
(Cobas®	  4800	  Mutation	  Test)	  
La	   qRT-­‐PCR	   (Cobas®	   4800	  Mutation	   Test),	   es	   una	   prueba	   cualitativa	   in	   vitro	   para	   la	  
detección	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E.	  El	  sistema	  se	  encarga	  de	  amplificar	  el	  fragmento	  
de	   ADN	   diana	   mediante	   PCR	   e	   hibridación	   de	   ácidos	   nucleicos	   para	   	   detectar	   la	  
mutación	  V600E.	  El	  equipo	  utiliza	   cebadores	  que	  definen	  una	   secuencia	  de	  pares	  de	  
116	  bases	  de	   la	  región	  genómica	  humana	  que	  contiene	  V600E	  en	  el	  exón	  15	  del	  gen	  
BRAF.	  Está	  diseñado	  para	  detectar	  el	  cambio	  T>A	  del	  nucleótido	  1799	  en	  el	  gen	  BRAF	  
que	  se	  traduce	  como	  el	  cambio	  de	  valina	  a	  ácido	  glutámico	  en	  el	  codón	  600	  (V600E).	  	  
El	  gen	  BRAF	  no	  se	  amplifica	  en	  su	  totalidad.	  La	  amplificación	  por	  PCR	  del	  ADN	  diana	  se	  
realiza	  mediante	  un	  par	  de	  cebadores	  (primers)	  complementarios	  y	  dos	  sondas	  de	  	  
	   	   MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 
89	  
	   	  
oligonucleótidos	  marcadas	  con	  diferentes	  colorantes	   fluorescentes	   (sondas	  TaqMan).	  
Una	   sonda	  está	  diseñada	  para	  detectar	   la	   secuencia	  BRAFV600	  de	   tipo	   silvestre	  y	  otra	  
está	   diseñada	   para	   detectar	   la	   secuencia	   de	   BRAFV600	  mutada.	   Se	   proporcionan	   dos	  
controles	  de	  ejecución	  externos,	  y	  un	  alelo	  de	  tipo	  silvestre	  sirve	  como	  	  control	  interno	  
para	   el	   proceso	   completo.	   La	   secuencia	   de	   tipo	   silvestre	   y	   la	  V600E	   se	  detectan	  por	  
canales	  ópticos	  adaptados.	  La	  placa	  de	  sellado	  se	  carga	  en	  el	   sistema	  Cobas	  4800	  v2	  
para	  la	  detección	  automatizada	  de	  PCR	  en	  tiempo	  real	  (Fig.	  10).	  
	  
Figura	  10.	  Circuito	  del	  método	  diagnóstico	  Cobas	  4800	  BRAF	  Mutation	  Test.	  Modificado	  de	  	  Halait	  y	  cols.	  (2012)76	  
	  	  	  	  	  	  	  	  
3.6.1.1. Amplificación	  del	  fragmento	  diana.	  	  
Se	  calcula	  la	  dilución	  para	  el	  stock	  de	  ADN	  de	  la	  muestra	  5	  μl	  de	  una	  dilución	  de	  5	  ng/μl	  
de	  stock	  de	  ADN	  (125	  ng	  en	  total),	  mediante	  estas	  fórmulas:	  
- Volumen	   de	   stock	   de	   ADN	   requerido	   =	   (35	   μl	   x	   5	  
ng/μl)/concentración	  de	  stock	  de	  ADN	  en	  ng/μl	  
- Volumen	  de	  ADN	  SD	  (diluyente	  para	  muestras	  de	  ADN)	  requerido	  en	  
μl	  =	  (35	  μl	  –	  volumen	  de	  stock	  de	  ADN	  requerido	  en	  μl).	  ADN	  SD	  2	  x	  1	  
ml:	  T	  ampón	  Tris-­‐HCl	  +	  0,09%	  de	  azida	  sódica	  
La	  dilución	  de	  las	  muestras	  se	  realizó,	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- Con	  una	  pipeta	  con	  punta	  resistente	  a	  aerosoles,	  pipeteamos	  
el	  volumen	  calculado	  de	  diluyente	  para	  las	  muestras	  de	  ADN	  
SD	  en	   los	   tubos	   etiquetados	  para	  microcentrífuga	   Safe-­‐Lock	  
de	  1,5	  ml	  para	  diluciones	  de	  stock	  de	  ADN	  de	  muestras.	  
- Se	  agita	  cada	  stock	  de	  ADN	  de	  muestra	  durante	  10	  segundos.	  
- Con	  una	  pipeta	  con	  punta	  resistente	  a	  aerosoles,	  pipeteamos	  
con	  cuidado	  el	  volumen	  calculado	  de	  cada	  stock	  de	  ADN	  de	  
muestra	   en	   el	   tubo	   etiquetado	   correspondiente	   que	  
contenga	   ADN	   SD.	   Utilizamos	   una	   punta	   de	   pipeta	   de	  
precisión	  nueva	  para	  cada	  muestra.	  
- Tapamos	  y	  mezclamos	  cada	  stock	  de	  ADN	  de	  muestra	  diluida	  
mezclándolos	  durante	  10	  segundos.	  
Preparación	  de	  la	  mezcla	  maestra	  de	  trabajo	  MMX,	  
- Cálculo	  del	  volumen	  de	  RXNMIX	  (mezcla	  de	  reacción):	  
Volumen	  de	  RXNMIX	  	  necesario	  =	  (número	  de	  muestras	  +	  
2	  controles	  +	  1)	  x	  10	  μl	  
RXNMIX	  3	  x	  0,16	  ml:	  Tampón	  tricina	  +	  Acetato	  de	  potasio	  
+	  Hidróxido	  potásico	  +	  Glicerol	  +	  Tween	  20	  +	  EDTA	  +	  5%	  
de	  sulfóxido	  de	  dimetilo	  +	  <	  0,09%	  de	  dNTP	  +	  <	  0,10%	  de	  
ADN	   polimerasa	   Z05	   (microbiana)	   +	   <	   0,10%	   de	   enzima	  
AmpErase	  (uracilNglicosilasa)	  (microbiana)	  +	  <	  0,003%	  de	  
aptámero	  oligonucleótido	  +	  0,08%	  de	  azida	  sódica	  
- Cálculo	   del	   volumen	   de	   BRAF	   OM	   (mezcla	   de	  
oligonucleótidos	  BRAF):	  
Volumen	  de	  BRAF	  OM	  	  necesario	  =	  (número	  de	  muestras	  
	   	   MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 
91	  
	   +	  2	  controles	  +	  1)	  x	  8	  μl	  
BRAF	  OM	  3	  x	  0,13	  ml:	  Tampón	  Tris-­‐HCl	  +	  EDTA	  +	  0,09%	  de	  
azida	   sódica	   +	   ARN	   poli	   Ar	   (sintético)	   +	   <	   0,01%	   de	  
cebadores	  ascendente	  y	  descendente	  BRAF	  +	  <	  0,01%	  de	  
sondas	  BRAF	  con	  marcador	  fluorescente	  	  	  
- Cálculo	  del	  volumen	  de	  MGAC	  (acetato	  de	  manganeso):	  
Volumen	  de	  MGAC	  	  necesario	  =	  (número	  de	  muestras	  +	  2	  
controles	  +	  1)	  x	  7	  μl	  
MGAC	  3	  x	  0,15	  ml:	  Acetato	  de	  magnesio	  +	  0,09%	  de	  azida	  
sódica	  
Obtenemos	  los	  viales	  necesarios	  de	  RXNMIX	  ,	  BRAF	  OM	  	  y	  MGAC	  	  de	  la	  nevera	  a	  2-­‐8	  °C.	  
Agitamos	  cada	  reactivo	  durante	  5	  segundos	  para	  que	  se	  deposite	  el	  líquido	  en	  la	  parte	  
inferior	  del	  tubo	  antes	  de	  utilizarlo,	  
- Etiquetamos	   un	   tubo	   para	   microcentrífuga	   estéril	   para	   la	  
mezcla	  maestra	  de	  trabajo	  (MMX).	  
- Añadimos	  el	  volumen	  calculado	  de	  RXNMIX	  	  al	  tubo	  marcado	  
para	  la	  solución	  MMX.	  
- Añadimos	   el	   volumen	   calculado	   de	   BRAF	   OM	   al	   tubo	  
marcado	  para	  la	  solución	  MMX.	  
- Añadimos	   el	   volumen	   calculado	   de	  MGAC	   al	   tubo	  marcado	  
para	  la	  solución	  MMX.	  
- Agitamos	   el	   tubo	   durante	   5	   segundos	   para	   asegurar	   una	  
buena	  mezcla.	  
- Utilizamos	  placas	  de	  PCR	  (placa	  de	  amplificación	  y	  detección)	  
y	  plásticos	  de	  sellado	  para	  el	  sistema	  cobas®	  4800.	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- Añadimos	  25	  μl	  de	  solución	  MMX	  de	  trabajo	  en	  cada	  pocillo	  
de	   reacción	   de	   la	   placa	   de	   PCR	   (placa	   de	   amplificación	   y	  
detección)	  necesario	  para	  la	  serie.	  	  
Adición	  de	  controles	  y	  muestras:	  
- Añadimos	   25	   μl	   de	   control	   BRAF	   MUT	   (control	   de	   BRAF	  
mutado).	  BRAF	  MUT	  2	  x	  0,13	  ml:	  Tampón	  Tris-­‐HCl	  +	  EDTA	  +	  
ARN	  poli	  Ar	  (sintético)	  +	  0,05%	  de	  azida	  sódica	  +	  <	  0,001%	  de	  
ADN	  plasmídico	  (microbiano)	  con	  secuencia	  BRAF	  mutada	  +	  <	  
0,001%	   de	   ADN	   plasmídico	   (microbiano).	   Utilizamos	   una	  
pipeta	  para	  mezclar	   bien	   y	   aspirar	   y	   dispensamos	   la	  mezcla	  
en	  el	  pocillo	  un	  mínimo	  de	  dos	  veces.	  
- Añadimos	   25	   μl	   de	   control	   	   BRAF	  WT	   (control	   de	   BRAF	   no	  
mutado).	   BRAF	  WT	   2	   x	   0,13	  ml:	   Tampón	   Tris-­‐HCl	   +	   EDTA	   +	  
ARN	  poli	  Ar	  (sintético)	  +	  0,05%	  de	  azida	  sódica	  +	  <	  0,001%	  de	  
ADN	   plasmídico	   (microbiano)	   con	   secuencia	   BRAF	   no	  
mutado.	   	   Utilizamos	   una	   pipeta	   para	   mezclar	   bien	   y	   luego	  
aspirar	  y	  dispensar	  la	  mezcla	  en	  el	  pocillo	  un	  mínimo	  de	  dos	  
veces.	  
- Con	   una	   pipeta	   equipada	   con	   una	   punta	   resistente	   a	  
aerosoles,	  añadimos	  25	  μl	  de	  ADN	  de	  muestra	  diluido	  en	  el	  
pocillocorrespondiente	   que	   contenga	   MMX	   de	   trabajo,	  
empezando	  por	  la	  posición	  C01	  	  de	  la	  placa	  de	  PCR	  (placa	  de	  
amplificación	  y	  detección).	  
- Mezclamos	  la	  reacción	  con	  ayuda	  de	  la	  pipeta	  para	  aspirar	  y	  
dispensar	  la	  mezcla	  en	  cada	  pocillo	  un	  mínimo	  de	  dos	  veces.	  	  
- 	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- Tapamos	  la	  placa	  de	  PCR	  (placa	  de	  amplificación	  y	  detección)	  
con	  el	  plástico	  de	  sellado	  (suministrado	  con	  las	  placas).	  	  
- Utilizamos	   un	   sellador	   para	   asegurar	   que	   el	   plástico	   se	  
adhiere	  bien	  a	  la	  placa	  de	  PCR	  	  
- Comprobamos	   que	   todo	   el	   líquido	   se	   deposite	   en	   la	   parte	  
inferior	   de	   cada	   pocillo	   antes	   de	   iniciar	   la	   amplificación	   y	  
detección.	  
Para	  la	  amplificación:	  	  
- Se	  calienta	  la	  mezcla	  de	  reacción	  de	  PCR	  para	  desnaturalizar	  
el	  ADN	  genómico.	   Los	   cebadores	  hibridan	   las	   secuencias	  de	  
ADN	  diana	  cuando	  la	  mezcla	  se	  enfría.	  
- El	   Z05	   ADN	   polimerasa,	   en	   presencia	   de	   iones	   de	   metal	  
divalente	   y	   dNTP	   en	   exceso,	   prolonga	   cada	   cebador	  
hibridado,	  por	   lo	  que	  se	  produce	   la	  síntesis	  de	  una	  segunda	  
cadena	  de	  ADN.	  	  
- Se	  completa	  el	  primer	  ciclo	  de	  la	  PCR,	  produciendo	  una	  copia	  
de	  doble	  cadena	  de	  ADN	  de	  la	  región	  de	  116	  pares	  de	  bases-­‐
dirigida	  del	  gen	  BRAF.	  
- Este	   proceso	   se	   repite	   un	   número	   de	   ciclos,	   con	   cada	   ciclo	  
doblando	  	  la	  cantidad	  de	  ADN	  del	  amplicón.	  La	  amplificación	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3.6.1.2. Detección	  automatizada	  en	  tiempo	  real	  
- Cada	  sonda	  de	  oligonucleótido	  de	  la	  reacción	  posee	  un	  marcador	  fluorescente	  que	  
actúa	   como	   emisor	   (reporter)	   y	   un	   enmascarador/silenciador	   (quencher)	   que	  
silencia	  las	  emisiones	  de	  fluorescencia	  del	  marcador	  de	  las	  sondas	  intactas.	  
- Durante	   cada	   ciclo	   de	   amplificación,	   la	   sonda	   complementaria	   a	   la	   secuencia	   de	  
ADN	  de	  una	  sola	  cadena	  en	  la	  amplificación	  se	  une	  y	  posteriormente	  se	  escinde	  por	  
la	  actividad	  nucleasa	  5	  'a	  3'	  de	  la	  ADN	  polimerasa	  Z05.	  
- Una	   vez	   que	   el	  marcador	   emisor	   se	   separa	   del	   silenciador	   por	   la	   actividad	   de	   la	  
nucleasa,	  es	  posible	  medir	   la	  fluorescencia	  de	  una	  longitud	  de	  onda	  característica	  
cuando	  el	  colorante	  indicador	  es	  excitado	  por	  el	  espectro	  de	  luz	  apropiada.	  	  
- Se	   utilizan	   dos	   colorantes	   diferentes	   para	   etiquetar	   los	   de	   tipo	   silvestre	   BRAF	  
específica	  de	  la	  diana	  y	  la	  sonda	  de	  mutación	  BRAFV600E.	  	  
- La	   amplificación	   de	   las	   dos	   secuencias	   de	   BRAF	   se	   puede	   detectar	   de	   forma	  
independiente	   en	   un	   único	   pocillo	   de	   reacción	   mediante	   la	   medición	   de	  
fluorescencia	  a	  las	  dos	  longitudes	  de	  onda	  características.	  
3.6.1.3. Amplificación	  selectiva	  
La	   amplificación	   selectiva	   de	   los	   ácidos	   nucleicos	   diana	   de	   la	   muestra	   se	   logra	  
mediante	   la	   enzima	   AmpErase	   (uracilo-­‐N-­‐glicosilasa)	   y	   el	   trifosfato	   de	   desoxiuridina	  
(dUTP).	  La	  enzima	  de	  AmpErase	  reconoce	  y	  cataliza	   la	  destrucción	  de	   las	  cadenas	  de	  
ADN	   que	   contienen	   desoxiuridina,	   pero	   no	   de	   ADN	   que	   contiene	   timidina.	   La	  
desoxiuridina	   no	   está	   presente	   en	   el	   ADN	   de	   origen	   natural,	   pero	   siempre	   está	  
presente	  en	  el	  amplicón,	  debido	  a	  la	  utilización	  de	  dUTP	  como	  uno	  de	  los	  trifosfatos	  de	  
nucleótidos	   en	   el	   reactivo	   de	   la	   mezcla	   de	   reacción.	   Sólo	   el	   amplicón	   contiene	  
desoxiuridina.	  La	  desoxiuridina	  hace	  que	  el	  amplicón	  sea	  susceptible	  a	  la	  destrucción	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por	   la	  enzima	  de	  AmpErase.	  La	  enzima	  de	  AmpErase	  se	   incluye	  en	  el	  reactivo	  mezcla	  
de	  reacción	  que	  cataliza	  la	  escisión	  de	  ADN	  que	  contiene	  desoxiuridina	  en	  los	  residuos	  
de	  desoxiuridina	  mediante	  la	  apertura	  de	  la	  cadena	  de	  desoxirribosa	  en	  la	  posición	  C1.	  
Cuando	  se	  calienta	  en	  la	  primera	  etapa	  de	  ciclado	  térmico	  a	  pH	  alcalino,	  el	  amplicón	  se	  
rompe	  en	   la	  posición	  de	   la	  desoxiuridina,	  haciendo	  así	  que	   la	  cadena	  de	  ADN	  no	  sea	  
amplificable.	  La	  enzima	  de	  AmpErase	  es	  inactiva	  a	  temperaturas	  por	  encima	  de	  55oC,	  
es	  decir,	  a	  través	  de	  los	  pasos	  de	  ciclos	  térmicos,	  y	  por	  lo	  tanto	  no	  destruye	  el	  ADN	  del	  
amplicón	  diana.	  
3.6.1.4. Informe	  de	  resultados	  de	  cobas®	  
Los	   resultados	   fueron	   generados	   automáticamente	   en	   un	   informe	   mediante	   Cobas	  
BRAF	  Analysis	  Software	  Package	  (Fig.	  11).	  El	  tiempo	  total	  de	  la	  prueba	  que	  incluye	  el	  
aislamiento	   de	   ADN	   es	   de	   aproximadamente	   8	   horas.	   Los	   resultados	   se	   informaron	  
como:	  
- La	  mutación	  V600	  detectada	  	  
- La	  mutación	  V600	  no	  se	  detecta	  	  
- No	  valorable	  
Esta	  prueba	  muestra	  reactividad	  cruzada	  limitada	  con	  especímenes	  mutados	  no	  V600E	  
(V600K,	   V600D	   y	   V600E2).	   La	   distribución	   de	   las	   mutaciones	   del	   codón	   600	   se	  
establece	  (variaciones	  según	  el	  estudio	  consultado):	  V600E	  (GAG)	  81,7%,	  V600K	  (AAG)	  
12,4%,	   V600R	   (AGG)	   3,1%,	   V600E2	   (GAA)	   2,2%,	   V600D	   (GAC)	   0,3%	   y	   V600M	   (ATG)	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Figura	  11.	  	  Equipo	  cobas	  z480	  y	  Test	  cobas	  4800	  V600	  (Roche	  Molecular)	  	  
3.6.2. Proceso	  de	  detección	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E	  mediante	  el	  anticuerpo	  
monoclonal	  de	  ratón	  VE1	  	  
Para	  este	  estudio	  se	  hicieron	  cortes	  de	  4	  μm	  de	  espesor	  de	  los	  bloques	  de	  parafina	  de	  
tejido	   tumoral.	   De	   todos	   ellos	   se	   realizó	   estudio	   inmunohistoquímico.	   El	   protocolo	  
seguido	  para	  la	  técnica	  de	  IHQ	  fue	  el	  procedimiento	  de	  tinción	  Ventana	  realizado	  bajo	  
incubación	   en	   cámara	   de	   aceite	   mineral	   y	   a	   temperatura	   controlada	   en	   un	   equipo	  
BenchMark	  GX	  (Fig.	  12).	  El	  anticuerpo	  primario	  utilizado	  fue	  el	  BRAF	  (VE1)	  monoclonal	  
de	  ratón	  y	  se	  realizó	  el	  proceso	  según	  protocolo	  indicado	  por	  el	  fabricante.	  
	  
Figura	  12.	  	  Equipo	  Ventana	  BenchMark	  GX	  (Ventana	  Medical	  System	  Inc.,	  Tucson,	  AZ)	  	  
De	  forma	  esquemática,	  a	  continuación	  se	  comentan	  los	  pasos	  que	  se	  siguieron:	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1. Desparafinado	  de	  los	  cristales.	  
2. Desenmascaramiento:	  64’	  de	  incubación	  con	  CC1.	  
3. Bloqueo	  de	  la	  actividad	  peroxidasa	  endógena:	  
- Incubar	   con	   la	   solución	   bloqueante	   (Inhibitor	   CM	   Ventana)	   durante	   10	  
minutos	  a	  37°C.	  
- Lavar	  con	  TBS	  (Ventana)	  durante	  10	  minutos.	  
4. Incubación	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  (anti-­‐VE1):	  
- Se	  incubó	  durante	  30	  minutos	  a	  37°C.	  
- Lavar	  con	  solución	  de	  lavado	  TBS	  (Tris-­‐buffered	  saline)	  de	  Ventana.	  
5. Añadir	   multímero	   específico	   conjugado	   con	   peroxidasa	   (Optiview	   Linker-­‐
8’/Optiview	  HRP	  Multimer-­‐8’):	  	  	  
- Incubar	  durante	  15	  minutos	  a	  37°C.	  
- Lavar	  con	  solución	  de	  lavado	  TBS	  de	  Ventana.	  
6. Añadir	  la	  solución	  de	  sustrato-­‐cromógeno	  DAB-­‐CM	  de	  Ventana	  en	  presencia	  de	  
sales	  de	  cobre	  (Cooper	  CM	  de	  Ventana):	  
- Incubar	  5	  minutos	  a	  37°C.	  
- Lavar	  con	  TBS	  de	  Ventana.	  
7. Contrateñir	  con	  una	  gota	  de	  hematoxilina	  acuosa	  (Ventana):	  
- Incubar	  4	  minutos.	  
- Lavar	  con	  agua	  destilada.	  
8. Postcontra-­‐tinción.	  Aplicar	  una	  gota	  de	  Bluing	  y	  Reagent	  4’.	  
9. Deshidratación	  de	  las	  preparaciones	  con	  alcoholes	  crecientes	  (70o,	  96o,	  100o),	  y	  
xilol.	  
10. Montar	  con	  DPX.	  
3.6.3. Secuenciación	  directa	  Sanger	  de	  los	  casos	  discordantes	  
En	   los	   10	   casos	   discordantes,	   se	   realizó	   secuenciación	   directa	   para	   detectar	   las	  
mutaciones	  en	  el	  exón	  15	  del	  gen	  BRAF.	  El	  ADN	  genómico	  se	  extrajo	  a	  partir	  de	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secciones	   de	   parafina	   	   mediante	   	   un	   Kit	   QIAamp	   DNA	   FFPE	   (Qiagen,	   Hilden,	   GER)	  
siguiendo	  los	  protocolos	  del	  fabricante.	  La	  calidad	  y	  cantidad	  de	  ADN	  aislado	  se	  analizó	  
mediante	   un	   espectrofotómetro	   Nanodrop	   2000	   (ThermoScientific,	   Wilmington,	  
EE.UU.).	  Se	  utilizó	  un	  total	  de	  de	  50-­‐100	  ng	  de	  ADN	  genómico	  para	  la	  amplificación	  por	  
PCR	  del	  gen	  BRAF	  en	  el	  exón	  15	  mediante	  el	  uso	  de	  secuencias	  de	  los	  cebadores	  (Lovly	  
CM	  y	   cols.,	   2012)148	   con	  una	   temperatura	   de	   hibridación	   de	   55ºC.	   Los	   productos	   de	  
PCR	   se	   purificaron	   con	   el	   Kit	   de	   purificación	   de	   PCR	   QIAquick	   (Qiagen)	   para	   la	  
detección	   de	   mutaciones	   de	   BRAFV600	   mediante	   secuenciación	   de	   Sanger.	   En	   pocas	  
palabras,	   se	   llevó	   a	   cabo	   la	   reacción	   de	   secuenciación	   mediante	   el	   Ciclo	   de	  
Secuenciación	   Kit	   v3.1	   BigDye®	   Terminator	   (Life	   Technologies,	   Carlsbad,	   EE.UU.)	  
siguiendo	   las	   instrucciones.	   El	   Kit	   de	   purificación	   de	   BigDye	   XTerminator®	   (Life	  
Technologies)	  se	  utilizó	  para	  la	  purificación	  de	  las	  reacciones	  de	  secuenciación	  de	  ADN	  
eliminación	   de	   terminadores	   y	   sales	   BigDye®	   no	   incorporadas.	   Análisis	   de	  
secuenciación	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  el	  3130xl	  Genetic	  Analyzer	  (Life	  Technologies)	  (Fig.	  
13).	  






Figura	  13.	  Electroferogramas	  representativos	  del	  análisis	  de	  la	  secuencia	  directa	  de	  la	  mutación	  BRAF	  (exón	  15).	  A.	  
BRAFV600E;	  B:	  BRAFV600	  	  
3.7. Valoración	   de	   las	   muestras	   y	   análisis	   de	   heterogeneidad	   intratumoral	  
mediante	  IHQ	  
Los	   resultados	   obtenidos	   mediante	   Cobas®	   4800	   BRAF	   Mutation	   Test	   (mutado,	   no	  
mutado,	  no	  valorable)	  fueron	  recogidos	  en	  una	  tabla	  de	  datos.	  De	  forma	  paralela,	  cada	  
uno	   de	   los	   resultados	   de	   la	   IHQ	   fueron	   evaluados	   en	   el	   microscopio	   óptico	   por	   un	  
patólogo	   y	   un	   dermatólogo.	   Así,	   los	   resultados	   fueron	   clasificados	   para	   establecer	  
categorías	  de	  la	  expresión	  del	  anticuerpo	  (Fig.	  14):	  	  
1. Presencia	  de	  mutación:	  
- Positivo:	  las	  células	  tumorales	  mostraban	  tinción	  citoplasmática	  clara.	  	  
- Negativo:	   las	   células	   tumorales	   no	   presentaban	   tinción	   o	   sólo	   tinción	   de	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2. Distribución	  de	  la	  tinción:	  
- Homogénea:	  captación	  completa	  de	  toda	  la	  superficie	  tumoral.	  
- Heterogénea:	  	  tinción	  de	  subclones	  y	  áreas	  de	  tumor	  sin	  tinción.	  
3. No	  valorable:	  cuando	  el	  tumor	  no	  se	  pudo	  identificar	  en	  la	  sección,	  por	  muestra	  
insuficiente,	  o	  por	  estar	  agotada	  tras	  las	  técnicas	  previas.	  
Sobre	   estos	   criterios,	   se	   evaluaron	   todas	   las	   secciones	   correspondientes	   a	   cada	   tipo	  
tumoral,	   sin	   tener	   conocimiento	  de	  ningún	  dato	   clínico	   y	   se	   recogieron	  en	   la	  misma	  
tabla	  (Tabla	  10).	  
	  




Figura	   14.	   Casos	   representativos	   de	   la	   expresión	   del	   anticuerpo	   monoclonal	   de	   ratón	   anti-­‐VE1.	   A:	   negativo.	   B:	  
positivo-­‐intenso-­‐homogéneo	  
	  
3.8. Estudio	  estadístico	  de	  los	  datos	  obtenidos	  
3.8.1. Variables	  a	  estudio	  	  	  
3.8.1.1. Variables	  clínicas	  
Se	  revisaron	  las	  historias	  clínicas	  de	  todos	  los	  pacientes	  y	  se	  recogieron	  los	  siguientes	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- Identificación	  del	  paciente.	  
- Fecha	  de	  nacimiento.	  
- Sexo	  (varón/mujer).	  
- Fecha	  de	  diagnóstico	  del	  melanoma	  primario.	  
- Número	  de	  biopsia	  de	  las	  muestras	  tumorales.	  
- Tipo	  de	  melanoma	  primario	  (MES,	  MN,	  LMM	  y	  MLA).	  
- Localización	  del	  tumor	  primario	  (cabeza	  y	  cuello,	  tronco,	  extremidades	  y	  
acrales).	  
- Tipo	  de	  metástasis	  (piel,	  ganglio	  y	  visceral).	  
- Fecha	  diagnóstico	  de	  metástasis.	  
- Localización	  de	  las	  metástasis	  (en	  tránsito,	  ganglionares	  y	  a	  distancia).	  
3.8.1.2. Variables	  histopatológicas	  
Se	   revisaron	   todos	   los	   casos	   seleccionados	   y	   se	   valoraron	   los	   siguientes	   datos	  
anatomopatológicos:	  
- Diagnóstico	  del	  tipo	  histológico	  de	  melanoma	  primario:	  MES,	  MN,	  LMM	  
y	  MLA.	  
- Índice	   de	   Breslow	   del	   melanoma	   primario,	   calculado	   en	   milímetros	   y	  
categorizado	  según	  la	  clasificación	  TNM	  (	  T1	  <	  1,00	  mm,	  T:	  1,01-­‐2,00	  mm,	  T3:	  
2,01	  mm	  -­‐4,00	  mm	  y	  T4	  >4	  mm).	  
- Nivel	  de	  Clark	  en	  melanoma	  primario	  (I:	  tumor	  confinado	  a	  la	  epidermis,	  
II:	   infiltra	  parcialmente	   la	  dermis	  papilar,	   III:	   el	   tumor	  ocupa	   toda	   la	  dermis	  
papilar,	   	   IV:	  el	   tumor	   infiltra	   la	  dermis	   reticular	   	  y	  V:	  el	   tumor	   llega	  hasta	  el	  
tejido	  celular	  subcutáneo).	  
- Infiltrado	   inflamatorio	   linfocitario	   en	   melanoma	   primario:	   ausente	   o	  
presente.	  Se	  consideró	  la	  intensidad	  (ligera	  o	  intensa)	  y	  su	  distribución	  (en	  el	  
frente	  de	  avance	  o	  dentro	  del	  tumor).	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- Ulceración	  	  en	  melanoma	  primario:	  ausente	  o	  presente.	  	  
3.8.1.3. Variables	  biológicas:	  	  
Cobas	  4800	  BRAF	  V600	  Mutation	  Test	  
- WT	  (tipo	  silvestre)	  
- Mutado	  	  	  
- No	  valorable	  
IHQ	  
- BRAFV600E	  positivo	  
- BRAFV600E	  negativo	  
- No	  valorable	  




- No	  valorable	  
3.8.2. Tratamiento	  estadístico:	  
Los	  datos	  recogidos	  de	  todas	  las	  variables	  clínicas	  se	  incluyeron	  en	  una	  base	  de	  datos	  
construida	   sobre	   la	   aplicación	   informática	   Microsoft	   EXCEL,	   al	   igual	   que	   los	   datos	  
histopatológicos	  y	  moleculares.	  El	  estudio	  estadístico	  se	  realizó	  utilizando	  el	  paquete	  
informático	  SPSS	  v13.0	  (SPSS	  Inc,	  Chicago,	  IL),	  considerando	  todos	  los	  cálculos	  hasta	  el	  
nivel	  de	  significancia	  de	  0,05.	  
3.8.2.1. Estadística	  descriptiva	  
Se	  realizó	   la	  descripción	  de	   la	  muestra	  a	   través	  de	   las	  diferentes	  variables,	  mediante	  
tablas	  y	  gráficas	  de	  frecuencias	  y	  porcentajes.	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3.8.2.2. 	  Estadística	  analítica	  
Teniendo	  en	  cuenta	  los	  objetivos	  descritos	  en	  la	  sección	  “Objetivos”	  (2.2),	  se	  procede	  a	  
realizar	   un	   análisis	   estadístico	   para	   contrastar	   algunas	   de	   las	   hipótesis	   planteadas.	  
Cabe	   destacar	   que	   para	   este	   estudio	   se	   han	   escogido	   62	   pacientes	   con	  melanomas	  
metastásicos	  en	  diferentes	  estadios.	  	  De	  los	  62	  pacientes,	  en	  40	  se	  han	  estudiado	  una	  	  
metástasis	   y	   en	   22	   hemos	   estudiado	   dos	   metástasis,	   por	   lo	   que	   el	   número	   de	  
melanomas	   primarios	   cutáneos	   es	   62	   y	   el	   número	   de	  metástasis	   es	   84	   sumando	   un	  
total	  de	  146	  muestras	  entre	  melanomas	  primarios	  y	  metastástasis.	  	  
Uno	   de	   los	   objetivos	   planteados	   en	   este	   trabajo	   es	   evaluar	   la	   heterogeneidad	  
intertumoral	   entre	   los	   melanomas	   primarios	   y	   sus	   metástasis.	   Para	   estudiar	   dicha	  
heterogeneidad,	   en	   primer	   lugar,	   se	   procede	   en	   la	   sección	   “Heterogeneidad	  
intertumoral	   entre	   melanoma	   primario	   y	   sus	   metástasis	   mediante	   qPCR	   de	   forma	  
pareada	  (Cobas	  BRAFV600	  Mutation	  Test)”	  (4.2),	  a	  la	  comparación	  descriptiva	  entre	  el	  
porcentaje	  de	  melanomas	  primarios	  y	  sus	  metastásis	  con	  el	  gen	  mutado	  que	  han	  sido	  
detectados	   mediante	   la	   técnica	   diagnóstica	   qPCR.	   De	   manera	   pareada	   y	   a	   nivel	  
descriptivo	   se	   analiza	   también	  el	   porcentaje	  de	   individuos	  que	  mantienen	  dicho	  gen	  
mutado	   en	   el	   melanoma	   primario	   y	   en	   las	   metástasis	   de	   cada	   paciente.	  	  
Posteriormente,	  en	  la	  sección	  “Homogeneidad	  intertumoral	  entre	  melanoma	  primario	  
y	  sus	  metástasis	  de	  forma	  pareada	  mediante	  IHQ”	  (4.3),	  se	  presenta	  un	  estudio	  similar	  
para	   evaluar	   la	   heterogeneidad	   intertumoral	   pero	   ahora	   utilizando	   el	   método	  
diagnóstico	  IHQ,	  se	  observa	  que	  el	  100%	  de	  los	  tumores	  metastásicos	  procedentes	  de	  
un	  tumor	  primario	  conservan	  dicha	  mutación.	   	  Para	  poder	  describir	   las	  discordancias	  
entre	   ambos	  métodos	   diagnósticos	   en	   la	   sección	   “Concordancia	   entre	   dos	  métodos:	  
Cobas®	  e	  IHQ.	  Prueba	  gold	  estándar:	  Secuenciación	  directa	  (Sanger)”	  (4.4),	  se	  analizan	  
y	  describen	   	   los	  casos	  discordantes	  entre	  ambos	   	  métodos	  (IHQ	  y	  qPCR),	   	  mostrando	  
también	   los	   resultados	   de	   la	   prueba	   de	   secuenciación	   directa	   que	   permite	   detectar	  
otras	  mutaciones	  BRAFV600.	  El	  análisis	  descrito	  en	  las	  secciones	  4.2-­‐4.4,	  presenta	  en	  sí	  
mismo	  un	  algoritmo	  diagnóstico	  para	  evaluar	  la	  homogeneidad	  intertumoral	  entre	  los	  
melanomas	  primarios	  y	  sus	  metastásis.	  
	   	   MATERIAL	  Y	  MÉTODOS	  
 
104	  
	   	  
	  
Para	   analizar	   la	   eficacia	   de	   la	   prueba	   diagnóstica	   presentada	   en	   este	   proyecto,	   se	  
analiza	   la	   homogeneidad	   de	   la	   mutación	   de	   BRAF	   entre	   tumores	   primarios	   y	  
metastásicos.	   Esta	   homogeneidad	   se	   analiza	   	  mediante	   el	   test	   de	   Ficher	   asumiendo	  
independencia	  entre	  melanomas.	  Este	  test,	  permite	  detectar	  si	  a	  la	  vista	  de	  los	  datos	  
se	  puede	  concluir	  si	  existen	  diferencias	  significativas	  entre	  el	  porcentaje	  poblacional	  de	  
melanomas	   primarios	   con	   la	   mutación	   de	   BRAF	   y	   el	   porcentaje	   poblacional	   de	  
melanomas	   metastáticos	   con	   dicha	   mutación.	   Para	   evaluar	   la	   eficacia	   de	   la	   prueba	  
diagnóstica	   presentada	   en	   estos	   casos,	   se	   estima	   la	   probabilidad	   condicionada	  
(mediante	   un	   intervalo	   de	   confianza)	   	   de	   detectar	   el	   gen	   mutado	   BRAF	   con	   este	  
algoritmo	   diagnóstico	   en	   el	   melanoma	   mestastásico,	   bajo	   la	   hipótesis	   de	   que	   el	  
melanoma	   primario	   también	   presentaba	   dicho	   gen	   mutado.	   De	   manera	   análoga	   se	  
estima	  la	  probabilidad	  condicionada	  (mediante	  un	  intervalo	  de	  confianza)	  de	  que	  no	  se	  
detecte	   el	   gen	   mutado	   BRAF	   en	   el	   melanoma	   metastásico	   cuando	   el	   melanoma	  
primario	   tampoco	   la	   presentaba.	   Finalmente,	   se	   estima	   la	   probabilidad	   de	  
concordancia	  entre	  el	  melanoma	  primario	  y	  metastásico.	  	  	  
Otro	  de	  los	  objetivos	  que	  se	  planteaban	  en	  esta	  memoria,	  era	  estudiar	   las	  relaciones	  
entre	   el	   estado	  mutacional	   de	   BRAFV600	   (positivo	   o	   negativo)	   con	   las	   características	  
clínicopatológicas	   de	   los	   melanomas	   primarios	   cutáneos	   y	   las	   características	   de	   los	  
pacientes.	  	  Para	  estudiar	  las	  relaciones	  entre	  las	  variables	  edad,	  índice	  de	  Breslow,	  y	  el	  
estado	  mutacional	  se	  ha	  realizado	  un	  contraste	  de	  igualdad	  de	  medianas	  de	  la	  variable	  
de	  naturaleza	   continua	   y	   las	  poblaciones	   generadas	  por	   los	   individuos	   con	  mutación	  
positiva	  y	  negativa.	  	  
Por	   otro	   lado,	   para	   estudiar	   las	   relaciones	   entre	   las	   variables	   sexo,	   localización	   del	  
melanoma	  primario,	  subtipo	  de	  melanoma,	  nivel	  de	  Clark,	  ulceración,	  inflamación	  (de	  
naturaleza	  nominal)	  y	  la	  variable	  estado	  mutacional	  de	  BRAFV600	  se	  ha	  realizado	  un	  test	  
de	  homogeneidad	  de	  Fisher.	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En	   la	   sección	   “Asociaciones	   clínicopatológicas	   de	   la	   presencia	   de	   la	   mutación	   de	  
BRAFV600	  “	  (4.7)	  pueden	  verse	  estos	  análisis.	  	  
Ahondando	  un	  poco	  más	   en	   estos	   estudios	   correlacionales,	   se	   ha	   realizado	   estudios	  
similares	   a	   los	   anteriores	   pero	   desagregando	   la	   variable	   estado	   de	   mutación	   que	  
presentaba	   únicamente	   dos	   valores	   (positivo	   o	   negativo)	   en	   tres	   niveles	   (negativo,	  
V600E,V600K).	  	  
Para	   esta	   nueva	   variable	   de	   3	   niveles	   en	   el	   estado	   de	   mutación,	   se	   analizan	   las	  
relaciones	   y	   correlaciones	   con	   las	   variables	   edad,	   índice	   de	   Breslow,	   mediante	   un	  
diseño	   de	   experimentos	   (ANOVA)	   para	   detectar	   el	   impacto	   que	   tiene	   el	   estado	   de	  
mutación	   en	   dichas	   variables	   (ver	   sección:	   “Asociaciones	   clínico	   patológicas	   de	   la	  
forma	  de	  la	  mutación	  BRAFV600K”	  -­‐4.7.3)	  	  
Por	  otro	   lado,	  mediante	  un	  test	  de	  Ficher	  se	  estudian	   las	  relaciones	  o	   independencia	  
entre	   la	   nueva	   variable	   estado	   de	  mutación	   y	   otras	   variables	   de	   naturaleza	   nominal	  
como	  son	  sexo,	  tipo	  de	  melanoma,	  ulceración.	  
Se	  valoró	  el	  grado	  de	  acuerdo	  de	  la	  inmunohistoquímica	  con	  el	  anticuerpo	  VE1	  frente	  
qPCR,	  sección:	  “Grado	  de	  acuerdo	  de	  qPCR	  frente	  IHQ”	  (4.8),	  a	  través	  del	  cálculo	  de	  la	  
sensibilidad	  y	  especificidad,	  los	  valores	  predictivos	  positivo	  y	  negativo	  y	  el	  coeficiente	  
kappa.	  
La	  influencia	  de	  las	  diferentes	  variables	  como	  factores	  pronósticos	  independientes	  en	  
la	  supervivencia,	  	  se	  analizó	  mediante	  el	  método	  de	  Log	  Rank.	  La	  supervivencia	  global	  
se	   definió	   como	  el	   tiempo	  a	   la	  muerte	  por	   la	   enfermedad	  o	  por	   cualquier	   causa.	   La	  
supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   se	   calculó	   como	   el	   tiempo	  hasta	   la	   recaída	   de	   la	  
enfermedad,	   local,	   regional	  o	  a	  distancia,	  o	   la	  muerte	  por	  cualquier	  causa	   (secciones	  
4.9-­‐4.12).	  
La	  supervivencia	  se	  analizó	  mediante	  el	  método	  de	  Kaplan-­‐Meier	  o	  de	  estimación	  de	  
producto	  límite.	  Este	  método	  utiliza	  el	  concepto	  de	  probabilidad	  condicionada,	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calculando	   la	   probabilidad	   de	   que,	   habiendo	   llegado	   vivo	   al	   final	   del	   intervalo	   ”K”,	  
sobreviva	  “K+1”.	  El	  producto	  de	  estas	  probabilidades	  condicionadas	  sucesivas	  de	  cada	  
intervalo,	   proporciona	   las	   tasas	   acumuladas	   de	   supervivencia	   desde	   el	   comienzo	  del	  
estudio	  hasta	  el	  final	  de	  cada	  uno	  de	  ellos.	  Se	  consideran	  “casos	  censurados”,	  aquellos	  
en	   los	   que	   no	   se	   ha	   producido	   la	   muerte	   o	   en	   los	   que	   no	   se	   ha	   completado	   el	  
seguimiento	   a	   tiempo	   completo.	   La	   supervivencia	   fue	   analizada	   en	   función	   de	   las	  
distintas	   variables	   expuestas.	   Los	   resultados	   se	   expresaron	   en	   porcentajes	   de	  
supervivencia	   acumulada	   a	   los	   años,	   desde	   la	   fecha	   de	   diagnóstico.	   Se	   obtuvieron	  
tablas	   de	   supervivencia,	   el	   tiempo	  medio	   de	   supervivencia	   en	  meses	   o	   en	   años,	   así	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4. RESULTADOS	  
4.1. Análisis	  descriptivo.	  Características	  clínicas	  e	  histopatológicas	  de	  la	  muestra	  	  
(Tabla	  11)	  
4.1.1. Edad	  y	  sexo	  
En	  nuestra	  serie	  de	  62	  pacientes	  del	  Hospital	  Universitario	  12	  de	  Octubre,	  estudiamos	  
el	   estado	   de	   la	   mutación	   de	   BRAFV600	   de	   las	   muestras	   de	   melanoma	   primario	   y	  
metástasis	   de	   forma	   pareada,	   según	   el	   modelo	   diagnóstico	   de	   la	   mutación	   de	  
BRAFV600E	  de	  nuestro	  estudio.	  	  
La	   edad	   de	   diagnóstico	   de	   los	   pacientes	   de	   la	   muestra	   seleccionada,	   estaba	  
comprendida	   entre	   23	   y	   87	   años,	   con	   una	   mediana	   de	   59,00	   años.	   Del	   total	   de	  
pacientes,	  28/62	   (45,16%)	  correspondían	  a	  mujeres	  y	  34/62	   (54,84%)	  a	  varones	   (Fig.	  
15).	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Figura	  15.	  Distribución	  de	  la	  muestra	  por	  sexo	  en	  nuestra	  serie	  (porcentaje)	  
4.1.2. Distribución	  de	  la	  muestra:	  melanoma	  primario/metástasis	  
Nuestra	  muestra	  estaba	   compuesta	  por	  146	   tumores,	  de	   los	   cuales	  62/146	   (42,47%)	  
eran	  melanomas	  primarios,	  y	  84/146	  (57,53%)	  sus	  metástasis	  (Fig.	  16).	  Las	  metástasis	  
se	   distribuían	   de	   la	   siguiente	   forma:	   46/84	   metástasis	   en	   piel	   (54,76%),	   33/84	  
ganglionares	  (39,29%)	  y	  5/84	  viscerales	  (5,95%)	  (Fig.	  17).	  En	  22/62	  (35,48%)	  pacientes	  
recogimos	  más	  de	  un	  tipo	  de	  metástasis	  (piel,	  ganglio	  y	  visceral)	  y	  en	  40/62	  (64,52%)	  
escogimos	  una	  metástasis	  (Fig.	  18),	  esta	  selección	  estaba	  determinada	  por	  la	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disponibilidad	   de	   tumores	   en	   el	   archivo	   del	   hospital.	   Además,	   clasificamos	   los	  
melanomas	  según	  la	  localización	  de	  sus	  metástasis.	  Así,	  nos	  encontramos	  con	  que	  28	  
(50,91%)	   tenían	   metástasis	   en	   tránsito,	   41	   (70,69%)	   metástasis	   ganglionares	   y	   40	  







Figura	   16.	   Distribución	   de	   melanoma	  
melanoma	   primario	   y	   metástasis	   en	  
nuestra	  serie	  (porcentaje)	  
Figura	   17.	   Distribución	   por	   tipo	   de	  
metástasis	  en	  nuestra	  serie	  (porcentaje)	  
Figura	   18.	   Distribución	   de	   melanomas	   con	  
metástasis	   únicas	   y	   múltiples	   en	   nuestra	  
serie	  (porcentaje)	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4.1.3. Tipo	  histológico	  de	  melanoma	  
Dentro	  de	  los	  62	  melanomas	  primarios	  cutáneos	  agrupamos	  los	  casos	  según	  el	  subtipo	  
histológico	   de	   melanoma.	   En	   el	   estudio	   sólo	   incluimos:	   MES,	   LMM,	   MN,	   MLA.	   El	  
resultado	   final	   del	   tipo	   de	  melanoma	  más	   frecuente	   fue	   el	  MES	   	   33/62	   (53,23%).	   A	  
continuación,	  el	  MLA	  16/62	  (25,81%),	  MN	  9/62	  (14,52%)	  y	  el	  menos	  prevalente	  fue	  el	  	  
LMM	  4/62	  (6,45%)	  (Fig.	  19).	  
	  
	  
Figura	  19.	  Tipo	  de	  melanoma	  en	  la	  muestra	  (porcentaje)	  	  
4.1.4. Localización	  del	  melanoma	  primario	  	  
Los	   casos	   de	   melanoma	   primario	   cutáneo	   se	   clasificaron	   según	   la	   localización	   del	  
melanoma	  primario.	  De	  esta	  forma,	  se	  distribuyeron	  en	  cuatro	  grupos	  (cabeza	  y	  cuello,	  
tronco,	   extremidades	   y	   manos/pies).	   La	   localización	   del	   melanoma	   primario	   más	  
frecuente	   fue	   el	   tronco	   23/62	   (37,10%),	   seguida	   de	   los	   pies	   y	   manos	   (acral)	   16/62	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Figura	  20.	  Distribución	  por	  localización	  del	  melanoma	  primario	  en	  nuestros	  casos	  (porcentaje)	  	  
4.1.5. Variables	  histopatológicas	  del	  melanoma	  primario	  (índice	  de	  Breslow,	  
nivel	  de	  Clark,	  ulceración	  e	  inflamación)	  
La	  mediana	  del	   índice	  de	  Breslow	  de	   los	  melanomas	  primarios	   fue	  3,19	   (0,45-­‐18,18)	  
mm.	  El	  número	  de	  melanomas	  que	  presenta	  un	  nivel	  de	  Clark	  III	  fue	  26/62	  (41,94%);	  
nivel	  de	  Clark	  IV:	  27/62	  (43,55%);	  y	  nivel	  de	  Clark	  V:	  9/62	  (14,52%).	  	  
Se	  observó	  ulceración	  en	  31/62	  (50%)	  de	  los	  melanomas	  (Fig.	  21).	  Por	  último,	  de	  los	  62	  
pacientes	   que	   describimos,	   31	   (50,82%)	   presentaban	   un	   infiltrado	   inflamatorio	  
moderado	  o	  intenso	  (Fig.	  21).	  
	  
Figura	  21.	  Ulceración	  e	  inflamación	  en	  el	  melanoma	  primario	  (porcentaje)	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4.1.6. Evolución	  
Al	   analizar	   melanomas	   metastásicos,	   cuya	   mortalidad	   es	   muy	   elevada,	   realizamos	  
seguimiento	   de	   los	   pacientes	   y	   registramos	   el	   número	   de	  exitus;	   y	   de	   los	   fallecidos,	  
buscamos	   la	   causa	  de	  muerte	   (muerte	  por	  melanoma	  o	  por	  otras	   causas).	  De	   los	  62	  
pacientes	  estudiados,	  fallecieron	  35/62	  (58,33%),	  y	  permanecían	  vivos	  25/62	  (41,67%)	  
y	  en	  dos	  desconocemos	  su	  estado	  (Fig.	  24).	  La	  causa	  de	  muerte	  en	   la	  mayoría	  de	   los	  
pacientes	  fue	  por	  melanoma,	  en	  34/35	  (97,15%),	  y	  solamente	  en	  1/35	  (2,86%)	  por	  otro	  
motivo	  (Fig.	  22).	  	  
	  
	  
Figura	  22.	  Exitus	  en	  nuestra	  muestra	  y	  muertes	  por	  melanoma	  (porcentaje)	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Tabla	  11.	  Variables	  clínicas	  e	  histológicas	  (nº	  casos/%)	  estudiadas	  en	  la	  muestra	  (n:	  62)	  	  
4.2. Heterogeneidad	   intertumoral	   entre	   melanoma	   primario	   y	   sus	   metástasis	  
mediante	  qRT-­‐PCR	  de	  forma	  pareada	  (Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test)	  	  
	  Analizamos	  un	  total	  de	  146	  tumores	  mediante	  Cobas®	  4800	  BRAFV600	  Mutation	  Test.	  
Se	   incluyeron	   62	   tumores	   primarios	   y	   84	   metastásicos.	   La	   mutación	   BRAFV600	   fue	  
detectada	  en	  32/62	  (51,61%)	  de	  los	  melanomas	  primarios	  y	  en	  48/84	  (57,14%)	  de	  las	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primarios	   y	   sus	   metástasis	   correspondientes,	   52	   pacientes	   (83,87%)	   mantuvieron	   el	  
estado	   de	   la	   mutación	   BRAFV600	   entre	   el	   primario	   y	   las	   metástasis	   (homogeneidad	  
intertumoral).	   Por	   lo	   tanto,	   los	   resultados	   fueron	   consistentes	   en	   todos	   estos	   casos	  
(Tabla	  12	  y	  13).	  En	  el	   resto,	  10	  pacientes	   (16,12%)	  mostraron	  un	  patrón	  discordante	  
entre	   el	   melanoma	   primario	   y	   sus	   metástasis	   (heterogeneidad	   intertumoral)	   (Tabla	  
14).	   Entre	   los	   10	   casos	   discordantes,	   7	   pacientes	   presentaban	   negatividad	   para	   la	  
mutación	  en	  el	  melanoma	  primario	  y	  positividad	  en	  sus	  metástasis	  y	   tres	  positividad	  
en	   el	   melanoma	   primario	   y	   negatividad	   en	   sus	   metástasis.	   Los	   tres	   pacientes	   que	  
presentaban	   la	   mutación	   en	   BRAFV600	   en	   el	   melanoma	   primario	   y	   no	  mantenían	   los	  
resultados	   en	   sus	   metástasis,	   eran	   dos	   ganglios	   y	   una	   metástasis	   visceral.	   De	   los	   7	  
melanomas	   primarios	   negativos	   para	   la	   mutación	   y	   con	   9	   metástasis	   positivas,	   3	  
fueron	  ganglionares	  y	  6	  metástasis	  cutáneas.	  
	  
	  
	  	  	  	  	  Tabla	  12.	  Resultados	  Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test	  concordantes	  wild	  type	  (n:	  23).	  WT:	  wild	  type	  (silvestre)	  
!
nº#caso# MELANOMA#1º# PCR#1º# MI# PCR#(MI)# MII# PCR#(MII)#
3# MES$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
4# MLA$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
5# MLA$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
6# LMM$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
7# MLA$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
8# MES$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
16# MLA$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
17# MLA$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
19# MES$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
20# MLA$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
24# MES$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
25# MN$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
31# MLA$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
32# LMM$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
33# LMM$ WT# piel$ WT# ∅# ∅#
35# MES$ WT# ganglio$ WT# ∅# ∅#
52# MLA$ WT# ganglio$ WT# piel$ WT#
54# MN$ WT# piel$ WT# ganglio$ WT#
55# MES$ WT# ganglio$ WT# piel$ WT#
57# MES$ WT# piel$ WT# ganglio$ WT#
58# MLA$ WT# piel$ WT# ganglio$ WT#
61# MLA$ WT# piel$ WT# ganglio$ WT#
62# MES$ WT# ganglio$ WT# piel$ WT#





Tabla	   13.	   Resultados	   de	  RT-­‐PCR	   concordantes	  mutados	   (n:	   29).	  MI:	  metástasis	   uno;	  MII:	   segunda	  metástasis;	  ∅:	  
ausencia	  de	  metástasis	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Tabla	  14.	  	  Casos	  discordantes	  mediante	  Cobas	  BRAF	  Mutation	  Test	  (n:	  10)	  	  	  
!
nº#caso# MELANOMA#1º# PCR#1º# MI# PCR#(MI)# MII# PCR#(MII)#
2# MES$ mutado' visceral$ mutado' ∅$ ∅$
9# MN$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
10# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
11# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
12# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
13# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
14# MES$ mutado' ganglio$ mutado' ∅$ ∅$
15# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
21# MES$ mutado' ganglio$ mutado' ∅$ ∅$
22# MN$ mutado' visceral$ mutado' ∅$ ∅$
23# MLA$ mutado' ganglio$ mutado' ∅$ ∅$
26# MLA$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
28# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
29# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
34# MLA$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
36# MES$ mutado' ganglio$ mutado' ∅$ ∅$
37# MES$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
38# MLA$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
39# MLA$ mutado' piel$ mutado' ∅$ ∅$
44# MES$ mutado' ganglio$ mutado' piel$ mutado'
45# MES$ mutado' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
46# MN$ mutado' ganglio$ mutado' piel$ mutado'
47# MN$ mutado' ganglio$ mutado' piel$ mutado'
49# MES$ mutado' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
51# MES$ mutado' ganglio$ mutado' piel$ mutado'
53# MES$ mutado' ganglio$ mutado' piel$ mutado'
56# MN$ mutado' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
59# MN$ mutado' piel$ mutado' visceral$ mutado'
60# MES$ mutado' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
60# MES$ mutado' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
!
nº#caso# MELANOMA#1º# PCR#1º# MI# PCR#(MI)# MII# PCR#(MII)#
1# MES$ mutado' ganglio$ WT' ∅$ ∅$
18# MES$ mutado' ganglio$ WT' ∅$ ∅$
27# MES$ WT' piel$ mutado' ∅$ ∅$
30# MES$ mutado' visceral$ WT' ∅$ ∅$
40# LMM$ WT' piel$ mutado' ∅$ ∅$
41# MES$ WT' piel$ mutado' ganglio$ WT'
42# MES$ WT' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
43# MES$ WT' piel$ mutado' visceral$ WT'
48# MN$ WT' piel$ mutado' ganglio$ mutado'
50# MLA$ WT' ganglio$ mutado' piel$ WT'
  RESULTADOS	  
 
117	  
	   	  
4.3. Homogeneidad	   intertumoral	   entre	  melanoma	  primario	   y	   sus	  metástasis	   de	  
forma	  pareada	  mediante	  IHQ.	  	  
Todos	   los	   casos	   (n=146)	   analizados	  mediante	  Cobas®	   BRAFV600	  Mutation	   Test,	   a	   su	  
vez,	  fueron	  estudiados	  a	  través	  de	  otro	  método,	  la	  IHQ	  anti-­‐BRAFV600E	  (VE1).	  Todos	  los	  
resultados	  entre	  melanoma	  primario	  y	  sus	  metástasis	  eran	  concordantes.	  Por	  lo	  tanto,	  
los	   62	   casos	   presentaron	   homogeneidad	   intertumoral	   de	   la	   expresión	   de	   BRAFV600E	  
mediante	   IHQ	   (100%)	   (Tabla	   15	   y	   16).	   Los	   casos	   no	   valorables	   (NV)	   con	   IHQ,	   fueron	  
aquellos	   que	   presentaban	   abundante	   necrosis	   en	   el	   corte	   estudiado	   o	   artefactos	  
debidos	  a	  la	  técnica	  (n:=6;	  4,1%).	  
	  
	  
Tabla	  15.	  Resultados	  negativos	  IHQ	  (n:	  27).	  -­‐:	  	  positiva;	  NV:	  no	  valorable	  	  	  	  
	  
!
nº#caso# PCR#1º# IHQ#1º# MI# PCR#(MI)# IHQ#(MI)# MII# PCR#(MII)# IHQ#(MII)#
3# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅# ∅#
4# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
5# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅# ∅#
6# WT# !" piel' WT# NV" ∅# ∅# ∅#
7# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
8# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
16# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
17# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅# ∅#
19# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
20# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅# ∅#
24# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
25# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅# ∅#
30# mutado# !" visceral' WT# !" ∅' ∅' ∅'
31# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅# ∅#
32# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅' ∅#
33# WT# !" piel' WT# !" ∅# ∅' ∅#
35# WT# !" ganglio' WT# !" ∅# ∅' ∅#
40# WT# !" piel' mutado# !" ∅' ∅' ∅'
42# WT# !" piel' mutado# !" ganglio' mutado# ;#
48# WT# !" piel' mutado# !" ganglio' mutado# ;#
50# WT# !" ganglio' mutado# !" piel' WT# ;#
52# WT# !" ganglio' WT# !" piel' WT# !"
54# WT# !" piel' WT# !" ganglio' WT# !"
55# WT# !" ganglio' WT# !" piel' WT# !"
57# WT# !" piel' WT# !" ganglio' WT# !"
58# WT# !" piel' WT# !" ganglio' WT# !"
61# WT# !" piel' WT# ;# ganglio' WT# !"
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Tabla	  16.	  	  Resultados	  positivos	  IHQ	  (n:	  35).	  +:	  positiva;	  NV:	  no	  valorable	  
	  
4.4. Estudio	  de	  casos	  discordantes	  entre	  dos	  métodos:	  Cobas®	  e	  IHQ;	  prueba	  gold	  
standar:	  Secuenciación	  directa	  (Sanger®)	  
Los	   casos	   discordantes	   entre	   qPCR	   e	   IHQ	   	   fueron	   sometidos	   a	   secuenciación	   directa	  
(Sanger®)	   del	   gen	   BRAF	   para	   el	   exón	   15	   (Fig.	   23),	   con	   el	   fin	   de	   dilucidar	   si	   la	  
discordancia	  había	  sido	  motivada	  por	  la	  existencia	  de	  alguna	  otra	  mutación	  detectable	  
mediante	   qPCR	   no	   por	   IHQ,	   que	   solo	   detecta	   V600E/V600E2.	   Tres	   de	   los	   casos	  
negativos	   por	   IHQ	   presentaron	   la	   mutación	   BRAFV600K,	   no	   detectable	   por	  
inmunohistoquímica.	  De	  las	  146	  muestras,	  7	  son	  V600K	  (5,29%).	  Todos	  estos	  casos	  	  
!
nº#caso# PCR#1º# IHQ#1º# #MI# PCR#(MI)# IHQ#(MI)# MII# PCR#(MII)# IHQ#(MII)#
1# mutado' +" ganglio' WT' +" ∅' ∅' ∅'
2# mutado' +" visceral' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
9# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
10# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
11# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
12# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
13# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
14# mutado' +" ganglio' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
15# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
18# mutado' +" ganglio' WT' +" ∅' ∅' ∅'
21# mutado' +" ganglio' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
22# mutado' +" visceral' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
23# mutado' +" ganglio' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
26# mutado' +" piel' mutado' NV" ∅' ∅' ∅'
27# WT' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
28# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
29# mutado' NV" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
34# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
36# mutado' +" ganglio' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
37# mutado' +" piel' mutado' +"" ∅' ∅' ∅'
38# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
39# mutado' +" piel' mutado' +" ∅' ∅' ∅'
41# WT' +" piel' mutado' NV" ganglio' WT' +"
43# mutado' +" piel' mutado' +" visceral' WT' +"
44# mutado' +" ganglio' mutado' +" piel' mutado' +"
45# mutado' +" piel' mutado' +" ganglio' mutado' +"
46# mutado' +" ganglio' mutado' NV"" piel' mutado' +"
47# mutado' NV" ganglio' mutado' +" piel' mutado' +"
49# mutado' +" piel' mutado' +" ganglio' mutado' +"
51# mutado' +" ganglio' mutado' +" piel' mutado' +"
53# mutado' +" ganglio' mutado' +" piel' mutado' +"
56# mutado' +" piel' mutado' +" ganglio' mutado' +"
59# mutado' +" piel' mutado' +" visceral' mutado' +"
60# mutado' +" piel' mutado' +" ganglio' mutado' +"
62# WT' +" ganglio' WT' +" piel' WT' +"
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fueron	  negativos	  por	   IHQ	   (Fig.	  24:	  A	  y	  B),	  mientras	  que	  qPCR	  detectó	  4	  de	   los	  7,	  un	  
melanoma	  primario	  (nº:	  30)	  y	  tres	  metástasis	  (nº:	  40,	  42)	  (Tabla	  17).	  
	  
	  









nº#caso# PCR#1º# IHQ#1º# S*#1º# PCR#(MI)# IHQ#(MI)# S*#(MI)# PCR#(MII)# IHQ(MII)# S*#(MII)#
1# mutado' +' V600E' WT' +" V600E' ∅! ∅! ∅!
18# mutado' +' V600E' WT' +' WT' ∅! ∅! ∅!
27# WT' +' V600E' mutado' +' V600E' ∅! ∅! ∅!
30# mutado' /' V600K' WT' /' V600K' ∅! ∅! ∅!
40# WT' /' V600K' mutado' /' V600K' ∅! ∅! ∅!
41# WT' +' V600E' mutado' NV' V600E' WT' +' V600E'
42# WT' /' V600K' mutado' /' V600K' mutado' /' V600K'
43# WT' +" V600E' mutado' +' V600E' WT' +' V600E'
48# WT' /' WT' mutado' /' WT' mutado' /' WT'
50# WT' /' WT' mutado' /' WT' WT' /' WT'
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Fig	  24.	  A:	  Casos	  discordantes	  de	  metástasis	  única.	  Panel	  representativo	  de	  imágenes	  microfotográficas	  de	  los	  
pacientes	  con	  casos	  discordantes	  mediante	  H-­‐E	  e	  IHQ	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Fig	  24.	  B:	  Casos	  discordantes	  con	  dos	  metástasis	  .	  Panel	  representativo	  de	  imágenes	  microfotográficas	  de	  los	  
pacientes	  con	  casos	  discordantes	  mediante	  H-­‐E	  e	  IHQ	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Para	   concluir	  esta	   sección,	   y	   con	  el	   fin	  de	  cuantificar	   la	  homogeneidad	   intertumoral,	  	  
así	   como	   la	   eficacia	   de	   la	   prueba	   diagnóstica	   aquí	   presentada,	   se	   estiman	   las	  
probabilidades	   condicionadas	   (mediante	   un	   intervalo	   de	   confianza	   de	   proporciones)	  	  
de	   detectar	   el	   gen	  mutado	  BRAF	   con	   qPCR	   (Cobas®	   BRAFV600	  Mutation	   Test)	   en	   el	  
melanoma	   mestastásico	   bajo	   la	   hipótesis	   de	   que	   el	   melanoma	   primario	   también	  
presentaba	  dicho	  gen.	  	  	  
De	   los	   62	   melanomas	   primarios	   analizados	   (uno	   para	   cada	   individuo),	   30	   no	  
presentaron	  el	  gen	  mutado	  (WT)	  bajo	  la	  prueba	  COBAS	  en	  el	  melanoma	  primario	  y	  32	  
si	  lo	  presentaron	  (Tabla.	  18).	  	  
De	   los	   32	   que	   presentaron	   el	   gen	   mutado	   en	   el	   melanoma	   primario	   29	   seguían	  
presentándolo	  (0.906%).	  En	  base	  a	  la	  muestra	  seleccionada	  	  se	  calcula	  el	  	  intervalo	  de	  
confianza	  para	   la	  probabilidad	  presentar	  el	  gen	  mutado	  en	  el	  melanoma	  metastásico	  
bajo	  la	  condición	  	  de	  que	  el	  melanoma	  primario	  también	  lo	  presente	  en	  	  




De	   los	   32	   que	   presentaron	   el	   gen	   mutado	   en	   el	   melanoma	   primario	   3	   no	   lo	  
presentaban	  (0.0937%).	  En	  base	  a	  la	  muestra	  seleccionada	  	  se	  calcula	  el	  	   intervalo	  de	  
confianza	   para	   la	   probabilidad	   de	   no	   presentar	   el	   gen	   mutado	   en	   el	   melanoma	  
metastásico	  bajo	  la	  condición	  	  de	  que	  el	  melanoma	  primario	  también	  lo	  presente	  en	  	  
IC[p(Metastásico	  WT/Primario	  Mutado)]=[0,0.199]	  
	  
Primario\Metastásico	   WT	   Mutado	   Total	  
WT	   23	   7	   30	  
Mutado	   3	   29	   32	  
	  
Tabla	  18:	  :	  Número	  de	  individuos	  con	  gen	  mutado	  BRAF	  o	  WT	  en	  melanoma	  primario	  y	  metastásico.	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Por	   otro	   lado,	   analizando	   los	   casos	   en	   los	   que	   en	   el	   melanoma	   primario	   no	   se	  
detectaba	  el	  gen	  mutado,	  la	  discordancia	  es	  un	  poco	  mayor.	  	  De	  los	  30	  individuos	  que	  
no	   presentaron	   el	   gen	  mutado	   en	   el	  melanoma	   primario	   23	   seguían	   sin	   presentarlo	  
(0.7666%).	  En	  base	  a	  la	  muestra	  seleccionada	  	  se	  calcula	  el	  	  intervalo	  de	  confianza	  para	  
la	   probabilidad	   de	   no	   presentar	   el	   gen	  mutado	   en	   el	  melanoma	  metastásico	   bajo	   la	  
condición	  	  de	  que	  en	  el	  melanoma	  primario	  no	  lo	  presentaban	  
IC[p(Metastásico	  WT/Primario	  WT)]=[0.609,0.925]	  
Por	  otro	  lado,	  de	  los	  30	  individuos	  que	  no	  presentaban	  el	  gen	  mutado	  en	  el	  melanoma	  
primario	  7	  si	  lo	  presentaban	  en	  el	  metastásico	  (0.23%).	  El	  intervalo	  de	  confianza	  para	  
esta	  probabilidad	  condicionada	  queda	  como	  sigue	  
IC[p(Metastásico	  Mutado/Primario	  WT)]=[0.076,0.391].	  
Para	  concluir	  este	  análisis	  relacionado	  con	  la	  prueba	  diagnóstica	  COBAS,	  se	  analiza	   la	  
concordancia,	  entendiendo	  la	  misma	  como	  los	  casos	  en	  los	  que	  se	  mantiene	  (tanto	  WT	  
con	   gen	   mutado)	   la	   relación	   entre	   el	   melanoma	   primario	   y	   metastásico.	   De	   los	   62	  
individuos	  analizados,	  en	  52	   se	  mantiene	   la	  misma	   relación	   (0.838%).	  El	   intervalo	  de	  
confianza	  para	  la	  probabilidad	  de	  concordancia	  queda	  como	  sigue:	  
IC[p(Concordancia	  entre	  Metastásico	  y	  Primario	  bajo	  prueba	  COBAS)]=[0.745,0.932].	  
De	  manera	  análoga	   se	  puede	  estimar	   la	  probabilidad	  de	  discordancia	  bajo	   la	  prueba	  
COBAS	  para	  una	  población	  de	  características	   similares	  a	   la	  muestra	   seleccionada.	  De	  
los	   62	   individuos	   analizados,	   en	   10	   no	   se	  mantiene	   la	  misma	   relación	   (0.1612%).	   El	  
intervalo	  de	  confianza	  para	  la	  probabilidad	  de	  concordancia	  queda	  como	  sigue:	  
IC[p(Discordancia	  entre	  Metastásico	  y	  Primario	  bajo	  prueba	  COBAS)]=[0.068,0.255].	  
Finalmente,	  para	  evaluar	  la	  eficacia	  de	  la	  prueba	  diagnóstica	  aquí	  presentada	  se	  puede	  
estimar	  la	  probabilidad	  condicionada	  (mediante	  un	  intervalo	  de	  confianza)	  de	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concordancia	   entre	   ambos	   métodos	   subiendo	   a	   un	   0.887%	   con	   un	   intervalo	   de	  
confianza	  para	  la	  concordancia	  como	  sigue	  
IC[p(Concordancia	  entre	  Metastásico	  y	  Primario	  bajo	  prueba	  
diagnóstica)]=[0.807,0.967].	  
	  
disminuyendo	  a	  su	  vez	   la	  estimación	  de	  probabilidad	  de	  discordancia	  con	  este	  nuevo	  
método.	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4.5. Homogeneidad	   intermetástasis	   (MI;	   MII)	   en	   22	   pacientes	   con	   metástasis	  
múltiples	  
	  De	  los	  22	  casos	  en	  que	  registramos	  más	  de	  una	  metástasis	  (piel,	  ganglio	  y	  visceral),	  a	  
través	   de	   los	   tres	   métodos	   (Cobas®/IHQ/secuenciación	   directa),	   la	   mutación	   se	  
mantuvo	  en	  el	  100%	  de	  los	  casos,	  presentando	  homogeneidad	  intermetástasis	  para	  la	  
detección	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  (Tabla	  19).	  	  De	  las	  44	  metástasis:	  21	  eran	  de	  piel,	  20	  
de	  ganglio	  y	  una	  visceral.	  
	  
	  
Tabla	  19.	  Homogeneidad	  intermetástasis.	  MI:	  metástasis	  uno;	  metástasis	  dos;	  ND:	  NO	  DETECTADA	  (negativa	  para	  








Nº#caso# PCR#MI# IHQ#MI# S*#MI# PCR#MII# IHQ#MII# S*#MII# Mutación# HOMOGENEIDAD#INTER<M#
41# M" NV# V600E" WT" +" V600E" V600E% SI#
42# M" $# V600K" M" +" V600K" V600K% SI#
43# M" +# V600E" WT" +" V600E" V600E% SI#
44# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
45# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
46# M" NV# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
47# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
48# M" $# WT" M" +" WT" WT% SI#
49# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
50# M" +# WT" WT" +" WT" WT% SI#
51# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
52# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND" SI#
53# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
54# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND% SI#
55# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND% SI#
56# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
57# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND% SI#
58# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND% SI#
59# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
60# M" +# ∅" M" +" ∅" V600E% SI#
61# WT" $# ∅" WT" +" ∅" ND% SI#





























Nº#caso# PCR#I# IQH#I# S*#I# PCR#MI# IQH#MI# S*#MI# PCR#MII# IQH#MII# S*#MII#
1" M# +# V600E# WT# +# V600E#
2" M# +# M# +#
3" WT# 8# WT# 8#
4" WT# 8# WT# 8#
5" WT# 8# WT# 8#
6" WT# 8# WT# NV#
7" WT# 8# WT# 8#
8" WT# 8# WT# 8#
9" M# +# M# +#
10" M# +# M# +#
11" M# +# M# +#
12" M# +# M# +#
13" M# +# M# +#
14" M# +# M# +#
15" M# +# M# +#
16" WT# 8# WT# 8#
17" WT# 8# WT# 8#
18" M# +# V600E# WT# +# WT#
19" WT# 8# WT# 8#
20" WT" 8" WT" 8"
21" M" +" M" +"
22" M" +" M" +"
23" M" +" M" +"
24" WT" 8" WT" 8"
25" WT" 8" WT" 8"
26" M" +" M" NV"
27" WT" +" V600E" M" +" V600E"
28" M" +" M" +"
29" M" NV" M" +"
30" M" 8" V600K" WT" 8" V600K"
31" WT" 8" WT" 8"
32" WT" 8" WT" 8"
33" WT" 8" WT" 8"
34" M" +" M" +"
35" WT" 8" WT" 8"
36" M" +" M" +"
37" M" +" M" +"
38" M" +" M" +"
39" M" +" M" +"
40" WT" 8" V600K" M" 8" V600K"
41" WT" +" V600E" M" NV" V600E" WT" +" V600E"
42" WT" 8" V600K" M" 8" V600K" M" 8" V600K"
43" WT" +" V600E" M" +" V600E" WT" +" V600E"
44" M" +" M" +" M" +"
45" M" +" M" +" M" +"
46" M" +" M" NV" M" +"
47" M" NV" M" +" M" +"
48" WT" 8" WT" M" 8" WT" M" 8" WT"
49" M" +" M" +" M" +"
50" WT" 8" WT" M" ," WT" WT" 8" WT"
51" M" +" M" +" M" +"
52" WT" 8" WT" 8" WT" 8"
53" M" +" M" +" M" +"
54" WT" 8" WT" 8" WT" 8"
55" WT" 8" WT" 8" WT" 8"
56" M" +" M" +" M" +"
57" WT" 8" WT" 8" WT" 8"
58" WT" 8" WT" 8" WT" 8"
59" M" +" M" +" M" +"
60" M" +" M" +" M" +"
61" WT" 8" WT" 8" WT" 8"










Tabla	  20.	  Tabla	  de	  contingencia
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4.6. Homogeneidad	  intratumoral	  mediante	  IHQ	  
La	  homogeneidad	  intratumoral	  de	  la	  expresión	  de	  BRAFV600E	  se	  evaluó	  en	  146	  muestras	  
teñidas	  con	  el	  anticuerpo	  VE1.	  Entre	  los	  especímenes	  examinados,	  77	  (32	  melanomas	  
primarios	   y	   45	  metástasis)	   fueron	  positivos	   con	   la	   tinción	   anticuerpo	  VE1.	   Todos	   los	  
casos	  mostraron	  expresión	  BRAFV600E	  homogénea	  en	  toda	  la	  superficie	  tumoral	  de	  las	  
preparaciones	  valoradas.	  Ninguno	  de	  los	  especímenes	  presentó	  subclones	  positivos	  y	  
negativos	  dentro	  del	  mismo	   tumor.	   Las	  diferencias	  de	   tinción	   sólo	   se	  observaron	  en	  
zonas	  necróticas	  o	  por	  una	  tinción	  con	  artefactos	  (Fig.	  25).	  
	  
Figura	  25.	  Microfotografías	  representativas	  de	  anti-­‐VE1.	  A:	  (x2)	  Expresión	  intensa	  y	  difusa	  (melanoma	  primario);	  B:	  	  
(x2)	  Expresión	  positiva	  (nevus	  asociado	  a	  melanoma);	  C:	  (x10)	  Ausencia	  de	  expresión	  (negativo);	  D:	  (x4)	  Ausencia	  de	  
expresión	  en	  melanoma,	  expresión	  en	  melanófagos	  dérmicos;	  E	  y	  F:	   (x4)	  Expresión	   intensa	  y	  difusa	  en	  metástasis	  
subcapsulares	   ganglionares	   (positivo);	   G:	   (x10)	   Tinción	   positiva	   de	   forma	   homogénea	   (ganglionar);	   y	   H:	   (x10)	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4.7. Asociaciones	  clínicopatológicas	  de	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  de	  BRAFV600	  
4.7.1. BRAFV600	  y	  perfil	  clínico	  de	  los	  pacientes	  	  estudiados	  
Tras	   aplicar	   el	   algoritmo	   diagnóstico	   de	   la	   mutación	   de	   BRAF	   (Cobas®,	   anticuerpo	  
monoclonal	   de	   ratón	   VE1	   y	   secuenciación	   directa,	   Sanger®)	   en	   nuestro	   trabajo,	  
identificamos	   la	   mutación	   en	   38	   de	   los	   62	   pacientes	   estudiados.	   Al	   analizar	   las	  
muestras	  en	  detalle,	  pudimos	  observar	  que	   la	  mutación	  de	  BRAFV600	  estaba	  presente	  
en	  89/146	  (60,96%)	  del	  total	  de	  los	  tumores	  analizados.	  En	  concreto,	  38/62	  (61,29%)	  
de	  los	  melanomas	  primarios	  y	  	  51/84	  (60,71%)	  de	  las	  metástasis	  (Tabla	  21).	  
	  	   BRAF	  -­‐	   BRAF	  +	  	   Total	  
Melanoma	  primario	   	   38	  (61,29%)	   62	  
Metástasis	   	   51	  (60,71%)	   84	  
	   	   89	  (60,96%)	   146	  
	  
Tabla	  21.	  	  Distribución	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  en	  la	  muestra	  (melanoma	  primario	  y	  metástasis)	  
4.7.1.1. Edad	  y	  sexo	  
En	  este	  apartado,	  	  valoramos	  la	  distribución	  de	  los	  casos	  BRAFV600	  mutado	  asociada	  al	  
sexo	  (varones	  y	  mujeres),	  y	  calculamos	  la	  mediana	  de	  edad	  de	  diagnóstico	  asociada	  a	  
la	  presencia	  o	  no,	  de	  la	  mutación	  BRAFV600.	  	  
La	  mediana	  de	  edad	  de	  diagnóstico	  de	  los	  pacientes	  que	  presentaban	  la	  mutación	  de	  
BRAF	  fue	  significativamente	  menor	  comparada	  con	  aquellos	  pacientes	  sin	  mutación.	  La	  
mediana	   de	   edad	   de	   diagnóstico	   en	   los	   pacientes	   con	   melanomas	   mutados	   fue	   de	  
52,00	  años,	  y	  la	  mediana	  de	  edad	  de	  diagnóstico	  en	  los	  pacientes	  con	  melanomas	  no	  
mutados,	  70,50	  años	  (p<0,001).	  Al	  realizar	  el	  contraste	  de	  igualdad	  de	  medianas	  entre	  
la	   problación	   de	   individuos	   con	   o	   sin	   presencia	   de	   mutación	   se	   obtiene	   un	   p-­‐valor	  
inferior	  a	  0.001	  por	  lo	  que	  se	  rechaza	  la	  hipótesis	  de	  que	  ambas	  poblaciones	  tengan	  la	  
misma	  mediana.	   Se	   observa	   por	   tanto	   que	   la	   edad	   es	   significativamente	   distinta	   en	  
ambos	  grupos.	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Por	   otro	   lado,	   para	   determinar	   el	   grado	   de	   dependencia	   entre	   la	   variable	   sexo	   y	   la	  
presencia	  o	  no	  de	  mutación,	  no	  se	  observaron	  diferencias	  significativas(p=0,660)	  en	  las	  
proporciones,	  por	   lo	  que	   se	  puede	   concluir	  que	  no	  existe	   relación	   significativa	  entre	  
ambas	   variables.	  Así,	   de	   los	   38	  pacientes	   con	  melanomas	  primarios	   con	   la	  mutación	  
BRAF,	   20	   (32,26%)	   eran	   varones	   y	   18	   (29,03%)	   eran	   mujeres.	   En	   los	   melanomas	  
estudiados	   sin	   mutación:	   14	   (22,58%)	   eran	   varones	   y	   10	   (16,13%)	   eran	   mujeres	  
(p=0,660)	  (Tabla	  22).	  
	  
Tabla	  22.	  Sexo	  y	  edad	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  
4.7.1.2. Localización	  del	  melanoma	  primario	  	  
En	  esta	  sección,	  analizamos	  la	  existencia	  de	  relación	  entre	  la	  localización	  y	  la	  presencia	  
o	  no	  presencia	  en	  el	  melanoma	  primario	  del	  gen	  mutado.	  La	  localización	  del	  melanoma	  
primario	  asociada	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  ha	  alcanzado	  resultados	  significativos	  
significativos	   a	   un	   nivel	   de	   significación	   del	   0,05.	   La	   localización	   más	   frecuente	  
asociada	  a	  melanomas	  que	  albergaban	  la	  mutación	  BRAF	  fue	  el	  tronco	  16	  (25,81%).	  A	  
continuación,	   las	  extremidades:	  10	  (16,13%),	  cabeza	  y	  cuello:	  7	  (11,29%),	  y	  acrales:	  5	  
(8,06%).	  Los	  melanomas	  no	  mutados	  se	  distribuyeron:	  4	  (6,45%)	  en	  cabeza	  y	  cuello,	  7	  
(11,29%)	  en	  tronco,	  2	  (3,23%)	  en	  extremidades	  y	  11	  (17,74%)	  	  acrales	  (p=0,026)	  (Tabla	  
23).	  
!
! BRAF!!&! BRAF!+! p"
Edad!(años)! 70,50% 52,00% <0,001%
Sexo%
Varón! 14%(22,58%)% 20%(32,26%)% 0,660%
Mujer! 10%(16,13%)% 18%(29,03%)% %





Tabla	  23.	  Localización	  del	  melanoma	  primario	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  
4.7.1.3. Localización	  y	  tipo	  de	  metástasis	  
De	  las	  46	  metástasis	  de	  piel,	  29	  (63,04%)	  presentaban	  la	  mutación	  BRAFV600,	  de	  las	  16	  
metástasis	   ganglionares	   16/33	   (45,71%)	   estaban	   mutadas,	   así	   como	   5/5	   (100,00%)	  
viscerales.	   Las	   metástasis	   fueron	   analizadas	   según	   su	   localización	   (en	   tránsito,	   a	  
distancia	   y	   viscerales).	   Las	   metástasis	   en	   tránsito	   mostraron	   una	   tendencia	  
estadísticamente	   significativa.	   De	   los	   pacientes	   BRAF	   mutados,	   13	   (23,64%)	  
presentaban	  metástasis	  en	  tránsito,	  y	  19	  (34,55%)	  no;	  de	  los	  pacientes	  sin	  mutación,	  8	  
(14,55%)	   no	   presentaban	   metástasis	   en	   tránsito	   y	   15	   (27,27%)	   sí	   (p=0,072).	   En	   las	  
metástasis	   ganglionares	   la	   diferencia	   no	   fue	   significativa:	   los	   melanomas	   negativos	  
para	  la	  mutación:	  6	  (10,34%)	  no	  tenían	  metástasis	  ganglionares	  y	  15	  (25,86%)	  sí;	  y	  en	  
los	   mutados:	   11	   (18,97%)	   no	   presentaban	   extensión	   ganglionar	   y	   26	   (44,83%)	   sí	  
(p=0,926).	   La	   diferencia	   en	   las	   metástasis	   a	   distancia	   tampoco	   fue	   significativa:	  
melanomas	  mutados:	  9	   (16,07%)	  no	  tenían	  metástasis	  a	  distancia	  y	  26	   (46,43%)	  sí;	  y	  
melanomas	   no	   mutados:	   7	   (12,50%)	   sin	   metástasis	   a	   distancia	   y	   14	   (25,00%)	   sí	  
(p=0,541)	  (Tabla	  24).	  
	  
	  
Tabla	  24.	  Localización	  de	  metástasis	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	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4.7.2. BRAFV600	  y	  características	  histopatológicas	  de	  los	  pacientes	  estudiados	  
4.7.2.1. Tipo	  de	  melanoma	  primario	  
Se	   estudió	   la	   dependencia	   o	   grado	   de	   asociación	   entre	   las	   variables	   nominales	  
presencia	   de	  mutación	   BRAF	   y	   los	   cuatro	   subtipos	   histológicos	   de	  melanoma	   (MES,	  
LMM,	  MN	  y	  MLA).	  De	  forma	  significativa	  el	  	  tipo	  más	  frecuente	  con	  estado	  mutacional	  
BRAF	  positivo	  fue	  el	  MES	  26	  (41,94%),	  seguido	  de	  MN:	  6	  (9,68%),	  MLA	  5	  (8,06)	  	  y	  LMM	  
1	   (1,61%).	   En	   los	   no	  mutados:	   7	   (11,29%)	  MES,	   3	   (4,84%)	   LMM,	   3	   (4,84%)	  MN	   y	   11	  
(17,74%)	  MLA	  (p=0,005)	  (Tabla	  25).	  Cabe	  destacar	  que	  se	  rechaza	  la	  hipótesis	  nula	  (p=	  
0,005)	   de	   que	   ambas	   variables	   sean	   independientes	   por	   lo	   que	   el	   grado	  de	   relación	  
entre	  ambas	  variables	  es	  significativo.	  
	  
Tabla	  25.	  Tipo	  de	  melanoma	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  
4.7.2.2. Índice	  de	  Breslow	  
La	  mediana	  del	  índice	  de	  Breslow	  fue	  mayor	  en	  los	  no	  mutados,	  pero	  sin	  significación	  
estadística.	  La	  mediana	  del	  índice	  de	  Breslow	  en	  los	  no	  mutados	  fue	  3,50	  (1,00-­‐18,10	  
mm),	   y	   la	  mediana	   del	   índice	   de	   Breslow	   en	   los	  mutados	   fue	   2,99	   (0,45-­‐14,52)	  mm	  
(p=0,386)(Tabla	   26).	   La	   enorme	   variabilidad	   del	   índice	   de	   Breslow	   en	   las	   dos	  
poblaciones	  (positivo	  y	  negativo),	  hace	  que	  aunque	  le	  mediana	  del	   índice	  de	  Breslow	  
es	  mayor	   en	   la	   población	   sin	   el	   gen	  mutado	   3.5	   frente	   a	   2.99,	   esa	   diferencia	   no	   es	  
significativa.	  
!
Tipo%histológico% BRAF%1% BRAF%+% p"
MES% 7"(11,29%)" 26"(41,94%)" 0,005"
MN% 3(4,84%)" 6"(1,61%)" "
LMM% 3"(4,84%)" 1"(9,68%)" "
%%%%%%%%%%%%%%%MLA% 11"(17,74%)" 5"(8,06%)" "
	   BRAF	  -­‐	   BRAF	  +	   p	  
Mediana	  del	  índice	  de	  Breslow	  (rango)	  mm	  	   3,50	  (1,00-­‐	  18,10)	  mm	   2,99	  (0,45-­‐	  14,52)	  mm	   0,386	  
Tabla	  26.	  Mediana	  del	  índice	  de	  Breslow	  (mm)	  asociada	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	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4.7.2.3. Nivel	  de	  Clark	  
Para	  evaluar	  la	  existencia	  de	  relación	  entre	  las	  variables	  BRAF	  (positivo	  o	  negativo)	  y	  la	  
variable	  ordinal	  nivel	  de	  Clark,	  se	  realiza	  un	  contraste	  de	  homogeneidad	  de	  Pearson.	  A	  
continuación,	  se	  presenta	  la	  tabla	  de	  contingencia	  entre	  ambas	  variables	  en	  la	  que	  se	  
observa	   una	   clara	   independencia	   entre	   ambas	   variables.	   Para	   el	   contraste	   de	  
independencia	   de	   la	   ji-­‐cuadrado	   da	   lugar	   a	   un	   p=0,888	   por	   lo	   que	   no	   hay	   evidencia	  
estadística	  para	  rechazar	  la	  hipótesis	  de	  independencia	  (Tabla	  27).	  	  
	  
Tabla	  27.	  Nivel	  de	  Clark	  asociada	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600	  
De	  este	  análisis	  puede	  concluirse	  que	  para	   la	  muestra	   seleccionada	   la	   relación	  entre	  
ambas	  variables	  es	  muy	  poco	  significativa.	  
4.7.2.4. Ulceración	  en	  el	  melanoma	  primario	  
De	  los	  62	  melanomas	  estudiados,	  31	  no	  presentaban	  ulceración	  y	  31,	  sí.	  En	  los	  que	  se	  
describió	  ausencia	  de	  ulceración	  en	  22	  (35,48%),	  eran	  BRAF	  mutados,	  frente	  a	   los	  16	  
(25,81%)	  del	  grupo	  de	  melanomas	  no	  mutados;	   y	  de	   los	  melanomas	   sin	  mutación:	  9	  
(15,52%)	   no	   la	   presentaban	   y	   15	   (24	   (19%)	   sí.	   La	   diferencia	   no	   fue	   significativa	  
(p=0,118)	  (Tabla	  28).	  	  
	  
	  







BRAF=& 12! 14! 4!
BRAF+& 14! 13! 5!!
!
Ulceración* BRAF*/* BRAF*+* p"
si* 9"(14,52%)" 22"(35,48%)" 0,118"
no* 15"(24,19%)" 16"(25,81%)" "
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4.7.2.5. Inflamación	  en	  el	  melanoma	  primario	  
Para	  evaluar	  la	  existencia	  de	  relación	  entre	  las	  variables	  BRAF	  (positivo	  o	  negativo)	  y	  la	  
variable	   ordinal	   inflamación	   (si	   o	   no)	   se	   realiza	   un	   contraste	   de	   homogeneidad	   de	  
Pearson	  o	  test	  de	  independencia.	  A	  continuación	  se	  presenta	  la	  tabla	  de	  contingencia	  
entre	   ambas	   variables	   en	   la	   que	   se	   observa	   una	   baja	   y	   no	   significativa	   dependencia	  
entre	  ambas	  variables.	  El	  contraste	  de	   independencia	  de	   la	   ji-­‐cuadrado	  da	   lugar	  a	  un	  








Las	  proporciones	  de	  BRAF	  positivo	  	  y	  negativo	  no	  son	  significativamente	  distintas	  en	  
melanomas	  con	  ulceración	  y	  sin	  ulceración.	  
4.7.3. Asociaciones	  clínicopatológicas	  de	  la	  forma	  de	  la	  mutación	  BRAFV600K	  	  
4.7.3.1. BRAFV600K	  y	  perfil	  clínico	  de	  los	  pacientes	  	  estudiados	  
Un	   subgrupo	   de	   casos	   son	   aquellos	   que	   presentaban	   la	  mutación	  BRAFV600K,	   que	   en	  
nuestra	  muestra	  correspondía	  a	  tres	  pacientes.	  	  	  
4.7.3.1.1. Edad	  y	  sexo	  
La	  	  mediana	  de	  edad	  de	  diagnóstico	  fue	  significativamente	  mayor	  en	  los	  pacientes	  que	  
presentaban	   la	   mutación	   V600K	   frente	   a	   la	   V600E.	   Así,	   la	   mediana	   de	   edad	   de	  
diagnóstico	  en	   los	  melanomas	  que	  albergaban	   la	  mutación	  V600K	   fue	  de	  70,00	  años	  
(65,00-­‐87,00),	  frente	  a	  51,00	  (23,00-­‐64,00)	  en	  los	  BRAFV600E	  (p<0,001).	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La	  diferencia	  según	  el	  	  sexo	  en	  los	  melanomas	  que	  albergan	  la	  mutación	  V600K	  no	  ha	  
obtenido	  resultados	  significativos	  (p=0,711).	  Así,	  los	  melanomas	  sin	  mutación	  eran	  14	  
(22,58%)	  varones	  	  y	  10	  (16,13%)	  mujeres;	  melanomas	  V600E:	  19	  (30,65%)	  varones	  y	  16	  
(25,81%)	  mujeres;	  y	  melanomas	  V600K:	  un	  (1,61%)	  varón	  y	  dos	  (3,23%)	  mujeres	  (Tabla	  
30).	  
	  
Tabla	  30.	  Edad	  y	  sexo	  	  asociados	  a	  melanomas	  con	  la	  mutación	  BRAFV600K	  
	  
4.7.3.1.2. Localización	  del	  melanoma	  primario	  	  
La	   localización	  de	   los	  melanomas	  primarios	  V600K	  obtuvo	  una	   tendencia	   	  estadística	  
significativa	   (p=0,073):	   cabeza	   y	   cuello	   1/3	   (1,61%),	   2/3	   (3,23%)	   tronco,	   o	   en	  
extremidades,	  y	  en	  pies/manos	  0,00%.	  Melanomas	  sin	  mutación:	   	  4	  (6,45%)	  cabeza	  y	  
cuello,	   7	   (11,29%)	   tronco,	   2	   (3,23%)	   extremidades	   y	   11	   (17,74%)	   manos/pies;	  
melanomas	   V600E:	   6	   (9,68%)	   cabeza	   y	   cuello,	   14	   (22,58%)	   tronco,	   10	   (16,13%)	  
extremidades	  y	  5	  (8,06%)	  manos/pies	  (Tabla	  31).	  
	  
Tabla	  31.	  	  Localización	  melanoma	  primario	  asociado	  a	  melanomas	  con	  la	  mutación	  BRAFV600K	  	  
!
! BRAF!!&! V600E! V600K! p"
Edad!(años)! 70,50%(29,00)86,00)% 51,00%(23,00)81,00)% 70%%(65,00)87,00)% <0,001%
Sexo! % % % %
Varón! 14%(22,58%)% 19%(30,65%)% 1%(1,61%)% 0,711%
Mujer! 10%(16,13%)% 16%(25,81%)% 2%(3,23%)% %
Localización*M1º* BRAF*2* V600E* V600K*
Cabeza*y*cuello* 4"(6,45%)" 6"(9,68%)" 1"(1,61%)"
Tronco* 7"(11,29%)" 14"(22,58%)" 2"(3,23%)"
Extremidades* 2"(3,23%)" 10"(16,13%)" 0"(0,00%)"
Acral* 11"(17,74%)" 5"(8,06%)" 0"(0,00%)"
p" 0,073"!
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4.7.3.1.3. Localización	  y	  tipo	  de	  metástasis	  
	  
Las	   metástasis	   en	   tránsito	   presentaron	   una	   tendencia	   significativa	   (p=0,066).	   Los	   3	  
pacientes	  V600K	   (5,45%)	   tuvieron	  metástasis	   en	   tránsito.	   En	   cuanto	   a	   las	  metástasis	  
ganglionares	  y	  viscerales	  las	  diferencias	  no	  fueron	  significativas:	  metástasis	  en	  tránsito:	  
melanomas	  sin	  mutación,	  15	  (27,27%)	  frente	  a	  13	  (23,6%)	  con	  mutación	  V600E	  y	  a	  8	  
(14,55%)	  sin	  metástasis	  y	  BRAF	  -­‐	  y	  a	  19	   (34,55%)	  sin	  metástasis	  en	  tránsito	  y	  BRAF	  +	  
(Tabla	  32).	  
	  
Tabla	  32.	  Localización	  y	  tipo	  de	  metástasis	  asociada	  a	  la	  mutación	  BRAFV600K	  
	  
4.7.3.2. BRAFV600K	   y	   características	   histopatológicas	   de	   los	   pacientes	  
estudiados	  
4.7.3.2.1. Tipo	  melanoma	  primario	  
El	   subtipo	   de	   melanoma	   con	   la	   mutación	   BRAFV600K	   presentó	   un	   resultado	  
estadísticamente	  significativo:	  2/3	  (3,23%)	  MES;	  LMM	  1/3	  (1,61%)	  (p=0,006),	  frente	  	  a	  
los	   melanomas	   sin	   mutación:	   7	   (11,29%)	   MES,	   3	   (4,84%)	   LMM,	   3	   (4,84%)	   MN,	   11	  
(17,74%)	  MLA	  y	   los	  melanomas	  V600E:	   14	   (38,71%)	  MES,	   0	   (0,00%)	   LMM,	  6	   (9,68%)	  








M.*ganglionar* Sí* 26#(#44,83%)# 15#(25,86%)#
No* 11#(18,97%)# 6#(10,34%)#
M.*a*distancia* Sí* 26#(46,43%)# 14#(25,00%)#
No* 9#(16,07%)# 7#(12,50%)#!
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Tabla	  33.	  	  Tipo	  de	  melanoma	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  	  BRAFV600K	  
4.7.3.2.2. Índice	  de	  Breslow.	  
La	   mediana	   del	   índice	   de	   Breslow	   de	   los	   melanomas	   V600K	   no	   fue	   significativa	  
(mediana	   del	   índice	   de	   Breslow	   de	   pacientes	   V600K,	   1,90	   (1,2-­‐2,80);	   mediana	   del	  
índice	   de	   Breslow	   de	   pacientes	   V600E,	   3,00	   (0,45-­‐4,42);	   y	   la	  mediana	   del	   índice	   de	  
Breslow	   de	   aquellos	   melanomas	   sin	   mutaciones,	   3,50	   (1,00-­‐18,10))(p=0,209)	   (Tabla	  
34).	  
	   BRAF	  -­‐	   BRAFV600E	   BRAFV600K	   p	  
índice	  de	  Breslow	  (rango)	  mm	   3,50	  (1,00-­‐18,10)	  	   3,00	  (0,45-­‐4,42)	  	   1,90	  (1,20-­‐2,80)	  	   0,209	  
	  
Tabla	  34.	  	  Índice	  de	  Breslow	  asociado	  a	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600K	  
	   	  
4.8. Grado	  de	  acuerdo	  entre	  	  qPCR	  frente	  IHQ	  	  
4.8.1. Sensibilidad	  y	  especificidad	  para	  BRAFV600	  
Cabe	   recordar	   que	   el	   termino	   sensibilidad	   en	   un	   análisis	   estadístico	   de	   naturaleza	  
médica	   suele	   acuñarse	   a	   a	   la	   capacidad	   de	   una	   prueba	   diagnóstica	   	   para	   dar	   como	  
casos	  positivos	  los	  casos	  realmente	  enfermos;	  proporción	  de	  enfermos	  correctamente	  
identificados.	   Es	   decir,	   la	   sensibilidad	   caracteriza	   la	   capacidad	   de	   la	   prueba	   para	  
detectar	  la	  enfermedad	  en	  sujetos	  enfermos.	  Por	  otro	  lado,	  la	  especificidad,nos	  indica	  
la	  capacidad	  para	  dar	  como	  casos	  negativos	  los	  casos	  realmente	  sanos;	  proporción	  de	  
sanos	   correctamente	   identificados.	   Es	   decir,	   la	   especificidad	   caracteriza	   la	   capacidad	  
de	  la	  prueba	  para	  detectar	  la	  ausencia	  de	  la	  enfermedad	  en	  sujetos	  sanos.	  
!
Tipo% BRAF%*% V600E% V600K% p"
MES% 7"(11,29%)" 24"(38,71%)" 2"(3,23%)" 0,006"
MN% 3(4,84%)" 6"(9,68%)" 0"(0,00%)" "
LMM% 3"(4,84%)" 0"(0,00%)" 1"(1,61%)" "
MLA% 11"(17,74%)" 5"(8,06%)" 0"(0,00%)" "
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En	  este	  apartado,	  analizamos	  la	  capacidad	  de	  detectar	  la	  mutación	  BRAFV600	  mediante	  
IHQ	   frente	   a	   cobas®;	   y	   la	   especificidad,	   asumiendo	   independencia	   de	   melanomas.	  
Considerando	   Cobas®	   como	   gold	   standard,	   hemos	   calculado	   la	   sensibilidad	   y	   la	  
especificidad	  del	  anticuerpo	  VE1	  en	  nuestra	  serie	  de	  146	  tumores.	  Excluimos	  6	  casos	  
en	  los	  que	  no	  se	  obtuvo	  resultado	  de	  IHQ.	  De	  los	  140	  restantes,	  10	  (7,1%)	  casos	  fueron	  
considerados	   como	  negativos	  por	  Cobas	  Mutation	   Test®,	   	   y	   positivos	  por	   IHQ.	   Por	   el	  
contrario,	   7	   (5%)	   casos	  mutados	   por	   cobas®,	   fueron	   negativos	   por	   IHQ.	   Sobre	   estos	  
datos,	  la	  sensibilidad	  del	  anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  VE1	  frente	  a	  cobas®,	  ha	  sido	  
del	  90,67%,	  y	  la	  especificidad,	  84,62%.	  	  
4.8.2. Valores	  predictivos	  para	  BRAFV600	  
La	   proporción	   de	   pacientes	   con	   resultados	   de	   la	   prueba	   positivos	   con	   la	   mutación,	  	  
valor	  predictivo	  positivo	  (VPP)	  fue	  87,17%;	  y	  la	  proporción	  de	  resultados	  negativos	  del	  
método	   diagnóstico	   en	   los	   que	   han	   sido	   diagnosticados	   correctamente,	   valor	  
predictivo	  negativo	  (VPN)	  fue	  91,94%.	  
4.8.3. Coeficiente	  kappa	  ponderado	  para	  BRAFV600	  
El	   coeficiente	   kappa	   mide	   el	   grado	   de	   acuerdo	   observado	   en	   dos	   o	   más	   pruebas	  
diagnósticas	  binarias.	  En	  nuestro	  estudio,	  el	  índice	  kappa	  entre	  el	  resultado	  del	  cobas®	  
y	  la	  IHQ	  en	  las	  140	  muestras	  de	  tumor	  primario	  y	  metástasis	  fue	  0,755	  (Bueno).	  
4.8.4. Medidas	   de	   sensibilidad,	   especificidad	   e	   índice	   de	   correlación	   kappa	  
para	  la	  mutación	  BRAFV600E	  
4.8.4.1. Sensibilidad	  y	  especificidad	  para	  la	  mutación	  BRAFV600E	  
Analizamos	   la	   capacidad	   de	   detectar	   la	   mutación	   BRAFV600E	   mediante	   IHQ	   frente	   a	  
cobas®.	   Así	   como	   su	   especificidad.	   Considerando	   cobas	  como	   gold	   standard,	   hemos	  
calculado	  la	  sensibilidad	  y	  la	  especificidad	  del	  anticuerpo	  VE1	  en	  nuestra	  serie	  de	  146	  
tumores.	  Excluimos	  además	  de	  los	  casos	  con	  resultados	  no	  valorables	  (NV),	  3	  casos	  (7	  
tumores)	  en	  los	  que	  detectamos	  la	  mutación	  BRAFV600K,	  	  por	  lo	  que	  nos	  quedamos	  con	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133	   muestras	   en	   total.	   De	   las	   133	   restantes,	   10	   (7,5%)	   casos	   fueron	   considerados	  	  
negativos	   por	  Cobas	  Mutation	   Test®,	   	   y	   positivos	   por	   IHQ.	   Por	   el	   contrario,	   3	   (2,3%)	  
casos	  son	  considerados	  mutados	  por	  cobas®,	   se	  observaron	  como	  negativos	  por	   IHQ.	  
Sobre	   estos	   datos,	   la	   sensibilidad	   del	   anticuerpo	  monoclonal	   de	   ratón	   VE1	   frente	   a	  
cobas®	  es	  95,78%,	  y	  la	  especificidad,	  83,87%.	  	  
4.8.4.2. Valores	  predictivos	  para	  la	  mutación	  BRAFV600E	  
La	   proporción	   de	   pacientes	   con	   resultados	   de	   la	   prueba	   positivos	   con	   la	   mutación,	  	  
valor	  predictivo	  positivo	  (VPP)	  fue	  90,67%;	  y	  la	  proporción	  de	  resultados	  negativos	  del	  
método	   diagnóstico	   en	   los	   que	   han	   sido	   diagnosticados	   correctamente,	   valor	  
predictivo	  negativo	  (VPN)	  fue	  94,55%	  
4.8.4.3. Coeficiente	  kappa	  ponderado	  para	  la	  mutación	  BRAFV600E	  
El	  coeficiente	  kappa	  para	  la	  detección	  de	  la	  mutación	  V600E,	  excluyendo	  los	  casos	  con	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4.9. Análisis	  uni	  y	  multivariante	  para	  supervivencia	  global	  
	  
Tabla	  35.	  Análisis	  uni	  y	  multivariante	  para	  la	  supervivencia	  global	  con	  melanoma	  
De	  los	  62	  pacientes	  incluidos	  en	  el	  estudio,	  se	  ha	  realizado	  análisis	  univariante	  de	  las	  
variables	   recogidas	   (edad,	   sexo,	   tipo	   de	   melanoma,	   localización	   del	   melanoma	  
primario,	   nivel	   de	   Clark,	   ulceración	   en	   el	   melanoma	   primario	   y	   inflamación	   en	   el	  
melanoma	  primario)	  en	  relación	  a	  su	  evolución.	  
La	   presencia	   de	   inflamación	   en	   el	   tumor	   primario	   se	   comportó	   como	   un	   factor	  
asociado	  a	  mejor	  supervivencia	  global	  (p=0,018).	  De	  esta	  forma,	  la	  ausencia	  de	  	  
!
Análisis'uni'y'multivariante'para'supervivencia'global'en'pacientes'con'melanoma''
'' '' '' '' '' '' '' '' ''
'' '' Univariante'(n=62)' '' Multivariante'(n=62)'
Variable' HR' 95%'IC' P" '' HR' 95%'CI' P"
'' '' '' '' '' '' '' '' ''
Edad' 1,02'' 0,98J'1,02'' 0,602' '' ' ' '
Sexo' ' '' 0,381' '' ' ' '
'' Mujer' 1,00' '' '' '' ' ' '
'' Varón' 1,34' 1,01'–'4,06' '' '' ' ' '
Tipo'de'melanoma' '' '' 0,852' '' ' ' '
'' MES' 1,00' '' '' '' ' ' '
'' MN' 1,78' 0,41J'7,91' '' '' ' ' '
'' LMM' 0,82' 0,24J'2,85' '' '' ' ' '
' MLA' 0,94' 0,43'J2,05' ' ' ' ' '
Localización'del'melanoma'primario' '' '' 0,528' '' ' ' '
'' Cabeza'y'cuello' 1,00' '' '' '' ' ' '
'' Tronco' 1,01' 0,38–2,27' '' '' ' ' '
'' Extremidades' 0,51' 0,61'J1,61' '' '' ' ' '
'' Acrales' 0,98' 0,35J'2,76' '' '' ' ' '
Índice'de'Breslow' '' '' 0,062' '' ' ' 0,038'
'' 1J3' 1,00' '' '' '' 1,00' ' '
'' 4' 1,95' 0,96–3,93' '' '' 2,19' 0,95'–4,61' '
Nivel'de'Clark' '' '' 0,788' '' ' ' '
'' III' 1,00' '' '' '' ' ' '
'' IV' 1,27' 0,63–2,58' '' '' ' ' '
' V' 1,11' 0,24'–'5,01' ' ' ' ' '
Ulceración' '' '' 0,854' '' ' ' '
'' Sí' 1,00' '' '' '' ' ' '
' No' 0,93' 0,48–1,83' '' '' ' ' '
Inflamación' '' '' 0,018' '' '' '' 0,017'
'' Sí' 1,00' '' '' '' 1,00' '' ''
'' No' 2,28' 1,14'–4,52' '' '' 2,26' 1,14'a'4,53' ''
BRAF' ' ' ' 0,917' ' ' ' '
' Silvestre' 1,00' ' ' ' ' ' '
' Mutado'V600' 0,97' 0,49'–'1,89' ' ' ' ' '
BRAF' ' ' ' 0,666' ' ' ' '
' Silvestre' 1,00' ' ' ' ' ' '
' Mutado'V600E' 0,91' 0,45'–'1,88' ' ' ' ' '
' Mutado'V600K' 1,59' 0,46'–'5,55' ' ' ' ' '
'' ' ' ' '' '' '' '' ''
HR:'hazard'ratio;'CI:'intervalo'de'confianza''
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inflamación	   incrementó	  el	  riesgo	  de	  muerte	  (coeficiente	  de	  riesgo	  HR=2,28,	   intervalo	  
de	  confianza	  95%:	  1,14	  –4,52).	  	  
Además,	   se	   estudió	   la	   influencia	   del	   índice	   de	   Breslow.	   Se	   hicieron	   dos	   grupos	   de	  
melanomas,	   los	   melanomas	   con	   Breslow	   menor	   de	   4	   mm	   (T1-­‐T3),	   y	   aquellos	  
melanomas	  mayores	   de	   4	   mm	   (T4).	   Observamos	   que	   los	   melanomas	   con	   índice	   de	  
Breslow	   mayor	   de	   4	   mm,	   presentaban	   una	   tendencia	   a	   la	   disminución	   de	   la	  
supervivencia	  global	   (p=0,062)	   (coeficiente	  de	   riesgo	  HR=1,95,	   intervalo	  de	  confianza	  
95%:	   0,96-­‐3,93)	   frente	   a	   los	  melanomas	  menores	   de	   4	  mm,	   cuya	   supervivencia	   fue	  
mayor.	  
En	   el	   estudio	   multivariado	   de	   supervivencia	   global,	   el	   índice	   de	   Breslow	   y	   la	  
inflamación	   son	   factores	   pronósticos	   independientes.	   Un	   índice	   de	   Breslow	   de	   4	  
incrementó	  el	  riesgo	  de	  muerte	  (p=0,038;	  coeficiente	  de	  riesgo	  HR=2,19,	  intervalo	  de	  
confianza	  95%:	  0,95–4,61).	  Finalmente,	  la	  ausencia	  de	  inflamación	  también	  se	  asoció	  a	  
peor	   supervivencia	   (p=0,017;	   coeficiente	   de	   riesgo	   HR=2,26,	   intervalo	   de	   confianza	  
95%:	  1,14–4,53)	  (Tabla	  35).	  
	  
4.10. Análisis	  de	  la	  supervivencia	  global	  
4.10.1. Supervivencia	  global	  de	  la	  muestra	  
En	  nuestra	  serie	  de	  casos,	  se	  calculó	  la	  supervivencia	  global.	  De	  los	  62	  casos	  valorados,	  	  
35	   (58,33%)	   fallecieron	   por	   el	   melanoma	   y	   un	   caso,	   por	   otro	   motivo.	   El	   resto,	   25	  
(41,67%)	  viven	  hasta	   la	   fecha	  de	  corte.	   La	  mediana	  de	   la	   supervivencia	  global	  de	   los	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Figura	  26.	  Análisis	  de	  supervivencia	  global	  de	  la	  muestra	  
4.10.2. Análisis	   de	   supervivencia	   global	   en	   pacientes	   que	   presentan	   la	  
mutación	  BRAFV600	  
Analizamos	  la	  mediana	  de	  la	  supervivencia	  global	  de	  los	  pacientes	  que	  presentaban	  la	  
mutación	   frente	   a	   aquellos	   sin	  mutación.	   La	  mediana	   de	   supervivencia	   global	   en	   el	  
grupo	   de	   melanomas	   que	   presentaban	   la	   mutación	   BRAFV600	   fue	   mayor	   que	   en	  
aquellos	  que	  no	  la	  presentan,	  obteniendo	  resultados	  no	  estadísticamente	  significativos	  
(p=0,867).	  La	  mediana	  de	  supervivencia	  global	  en	  pacientes	  sin	  la	  mutación	  fue	  4,501	  
(2,644-­‐6,230)	  años,	  y	  la	  mediana	  de	  supervivencia	  global	  en	  pacientes	  que	  albergan	  la	  
mutación	  fue	  5,53	  (3,20-­‐	  8,15)	  años	  (Fig.	  27).	  
	  
Figura	  27.	  Análisis	  de	  supervivencia	  global	  entre	  pacientes	  mutados	  y	  no	  mutados	  	  (meses).	  V600:	  ⎯:	  WT	  (silvestre):	  
⎯	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4.10.3. Variables	  clínicas	  estudiadas	  en	  el	  análisis	  de	  supervivencia	  global	  en	  
nuestra	  muestra	  (n:62)	  
4.10.3.1. Supervivencia	  global	  asociada	  al	  sexo	  
Se	  calculó	   la	  mediana	  de	   la	  supervivencia	  global	  asociada	  al	  sexo	  de	   los	  62	  pacientes	  
incluidos	  en	  la	  muestra.	  La	  mediana	  de	  supervivencia	  global	  en	  los	  pacientes	  varones	  	  
fue	  5,044	  (3,200-­‐12,241)	  años,	  y	  	  en	  el	  grupo	  de	  mujeres	  fue	  4,501	  (2,211-­‐8,151)	  años.	  
Los	   resultados	   no	   fueron	   significativos	   (p=0,517)	   (Fig.	   28).	   De	   los	   35	   fallecidos,	   17	  
(48,48%)	  eran	  varones	  y	  	  el	  resto,	  18	  (30,77%)	  mujeres.	  
	  
	  
Figura	  28	  .	  Supervivencia	  global	  asociado	  al	  	  sexo	  (meses).	  Varón:	  ⎯;	  Mujer:	  	  ⎯	  
	  
	  
4.10.3.2. Supervivencia	  global	  asociada	  al	  tipo	  de	  melanoma	  	  
El	   análisis	   de	   la	   supervivencia	   global	   según	   el	   tipo	   de	  melanoma	  no	   fue	   significativo	  
(p=0,914).	   La	  mediana	  del	   análisis	   de	   supervivencia	   global	   en	  MES	   fue	  4,134	   (2,967-­‐
8,151)	  años,	  en	  LMM	  fue	  3,638	  (2,142-­‐6,175)	  años,	  en	  MN	  fue	  3,638	  (0,233-­‐4,456)	  y	  en	  
MLA	  fue	  5,044	  (2,181-­‐8,745)	  años	  (Fig.	  29).	  





Figura	  29.	  	  Supervivencia	  global	  asociada	  a	  tipo	  de	  melanoma	  primario	  (meses).	  MES:	  ⎯;	  LMM:	  …;	  MN:	  ⎯;	  	  MLA:	  …	  
	  
4.10.3.3. Supervivencia	   global	   asociada	   a	   la	   localización	   de	   melanoma	  
primario	  
Estudiamos	   la	   posible	   influencia	   de	   la	   localización	   del	   melanoma	   primario	   en	   la	  
supervivencia	   global.	   Los	   62	   melanomas	   se	   agruparon	   en	   cuatro	   grupos:	   cabeza	   y	  
cuello,	  tronco,	  extremidades	  y	  acrales.	  El	  análisis	  de	  supervivencia	  según	  la	  localización	  
del	   melanoma	   primario	   no	   fue	   significativo	   (p=0,403).	   La	   mediana	   del	   análisis	   de	  
supervivencia	  global	  en	  melanomas	  de	  cabeza	  y	  cuello	  fue	  4,096	  (0,778-­‐12,245)	  años,	  
en	   melanomas	   del	   tronco	   fue	   4,134	   (2,515-­‐7,027)	   años,	   en	   melanomas	   en	  
extremidades	  fue	  8,151	  (2,211-­‐11,851)	  años	  y	  en	  melanomas	  de	  localización	  acral	  fue	  
5,044	  (2,181-­‐6,230)	  años	  (Fig.	  30).	  
	  
Figura	  30.	  	  Supervivencia	  global	  asociada	  a	  la	  localización	  del	  melanoma	  primario	  (meses).	  Cabeza	  y	  cuello:	  ⎯;	  
tronco:	  ⎯;	  extremidades	  ⎯;	  y	  acral:	  ⎯	  
  RESULTADOS 
 
146	  
	   	  
	  
4.10.4. Variables	   histopatológicas	   estudiadas	   en	   el	   análisis	   de	   supervivencia	  
global	  	  
4.10.4.1. Supervivencia	  global	  asociada	  al	  Índice	  de	  Breslow	  
El	  índice	  de	  Breslow	  fue	  una	  variable	  histológica	  de	  gran	  importancia	  en	  el	  pronóstico,	  
y	  corresponde	  a	   la	  T	  de	   la	  clasificación	  TNM	  (	  T1:	  menor	  que	  1,00;	  T2:	  1,01-­‐2,00;	  T3:	  
2,02-­‐4,00	  y	  T4	  >4,00).	  La	  diferencia	  de	  las	  medianas	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  global	  
según	  el	  índice	  de	  Breslow	  no	  fue	  significativa	  (p=0,522)	  (Fig.	  31).	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	   	  
Figura	  31.	  Supervivencia	  global	  asociada	  al	  índice	  de	  Breslow	  (meses).	  <	  1,00:	  ⎯;	  1,01-­‐2,00:	  	  ⎯;	  2,02-­‐4,00:	  	  ⎯;	  	  y	  >	  
4,00:	  ⎯	  
	  
4.10.4.2. Supervivencia	  global	  asociada	  al	  Nivel	  de	  Clark	  
Clasificamos	  los	  melanomas	  primarios	  metastásicos	  según	  el	  nivel	  de	  infiltración	  en	  las	  
capas	  de	   la	  piel,	  mediante	   los	  niveles	  de	  Clark.	  El	  estudio	  de	   las	  diferencias	  entre	   las	  
medianas	   de	   los	   niveles	   de	   Clark	   III,	   IV	   y	   V,	   no	   fueron	   significativas	   (p=0,471).	   La	  
mediana	  del	   análisis	   de	   supervivencia	   global	   para	  nivel	   de	  Clark	   III	   fue	  6,133	   (2,211-­‐
12,241)	  años,	  para	  el	  nivel	  de	  Clark	  IV	  fue	  4,50	  (3,200-­‐6,230)	  y	  para	  el	  nivel	  de	  Clark	  V	  
fue	  1,333	  (0,141-­‐4,450)	  (Fig.	  32).	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Figura	  32.	  	  Supervivencia	  asociado	  al	  nivel	  de	  Clark	  (meses).	  Nivel	  de	  Clark	  III:	  ⎯	  ;	  Nivel	  de	  Clark	  IV:	  	  ⎯;	  	  y	  nivel	  de	  
Clark	  V:	  	  ⎯	  
4.10.4.3. Supervivencia	  global	  asociada	  a	  la	  presencia	  de	  ulceración	  en	  el	  
melanoma	  primario	  	  
Dentro	   de	   las	   variables	   histológicas,	   la	   presencia	   o	   no	   de	   ulceración	   es	   un	   valor	  
pronóstico	   en	   el	   melanoma.	   La	   diferencia	   entre	   las	   medianas	   del	   análisis	   de	  
supervivencia	   global	   asociada	   a	   la	   existencia	   o	   no	   de	   ulceración,	   no	   obtuvo	   una	  
diferencia	   significativa	   (p=0,741).	   La	   mediana	   de	   la	   supervivencia	   global	   fue	   3,915	  
(2,515-­‐6,153)	  años	  en	   los	  melanomas	  no	  ulcerados	  y	  5,986	  (3,562-­‐8,151)	  años	  en	   los	  
ulcerados	  (Fig.	  33).	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4.11. Análisis	  univariante	  	  para	  supervivencia	  libre	  	  de	  enfermedad	  	  
	  
Tabla	  36.	  Análisis	  univariante	  	  para	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  	  
	  
!! !! Univariante!(n=62)!
Variable! HR! 95%!IC! P"
!! !! !! !! !!




!! Mujer! 1! !! !!
!! Varón! 0,91! 0,53!–!1,53! !!
Tipo!de!melanoma! !! !! 0,809!
!! MES! 1! !! !!
!! MN! 1,46! 0,44>!4,83! !!
!! LMM! 1,37! 0,62>!3,30! !!
!! MLA! 0,91! 0,53!>1,83! !!
Localización!del!melanoma!primario! !! !! 0,457!
!! Cabeza!y!cuello! 1! !! !!
!! Tronco! 1,21! 0,55–2,68! !!
!! Extremidades! 0,67! 0,28!>1,63! !!
!! Acrales! 1,06! 0,45>!2,43! !!
Índice!de!Breslow! !! !! 0,159!
!! 1>3! 1! !! !!
!! 4! 1,51! 0,85–2,69! !!
Nivel!de!Clark! !! !! 0,543!
!! III! 1! !! !!
!! IV! 1,04! 0,60–1,81! !!
!! V! 1,6! 0,68!–!3,75! !!
Ulceración! !! !! 0,757!
!! Sí! 1! !! !!
!! No! 0,91! 0,54–1,56! !!
Inflamación! !! !! 0,026!
!! Sí! 1! !! !!









!BRAF! !! !! !! 0,251!
!! Silvestre! 1! !! !!
!! Mutado!V600E! 0,99! 0,57!–!1,70! !!
!! Mutado!V600K! 2,27! 0,80!–!9,23! !!
!! !! !! !! !!
HR:!hazard!ratio;!CI:!intervalo!de!confianza!!
  RESULTADOS 
 
149	  
	   	  
En	   el	   estudio	   univariado	   de	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   en	   pacientes	   con	  
melanoma	  las	  variables	  estudiadas:	  edad,	  sexo,	  tipo	  de	  melanoma	  (MES,	  LMM,	  MLA	  y	  
MN),	   localización	   del	   melanoma	   primario	   (cabeza	   y	   cuello,	   tronco,	   extremidades,	  
acrales),	   índice	   de	   Breslow,	   nivel	   de	   Clark,	   ulceración,	   inflamación,	   presencia	   de	   la	  
mutación	  BRAFV600,	  no	  fueron	  factores	  pronósticos	  independientes	  en	  nuestra	  muestra	  
(Tabla	  36).	  
4.12. Análisis	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  
4.12.1. Análisis	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  de	  la	  muestra	  
Se	  calculó	   la	  supervivencia	   libre	  de	  enfermedad	  en	  nuestra	  serie	  de	  62	  casos.	  Estaba	  
compuesta	   por	   melanomas	   que	   presentaban	   la	   mutación	   y	   melanomas	   sin	   la	  
mutación.	  Se	  calculó	  la	  mediana	  de	  	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  que	  fue	  	  5,044	  
(3,63-­‐7,027)	  años	  (Fig.	  34).	  
	  
Figura	  34.	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  de	  la	  muestra	  (meses)	  	  
4.12.2. Análisis	   de	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   en	   pacientes	   que	  
presentaban	  la	  mutación	  BRAFV600	  
	  
Comparamos	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   entre	   el	   grupo	   de	   pacientes	   que	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ambos	   grupos	   no	   tuvo	   diferencias	   significativas	   (p=0,389).	   La	  mediana	   del	   grupo	   de	  
pacientes	   sin	   la	   mutación	   fue	   5,004	   (2,789-­‐12,263)	   años,	   comparada	   con	   los	  
melanomas	  positivos	  para	  la	  mutación	  BRAFV600	  que	  fue	  5,534	  (3,200-­‐8,151)	  años	  (Fig.	  
35).	  
	  
Figura	  35.	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  en	  pacientes	  positivos	  para	  la	  mutación	  BRAFV600,	  frente	  a	  melanomas	  
en	  los	  que	  no	  se	  detectó	  la	  mutación	  mediante	  las	  pruebas	  diagnósticas	  empleadas	  en	  el	  estudio	  (meses).	  V600:	  —;	  
WT:	  wild	  type:	  —	  
	  
4.12.3. Variables	   clínicas	   estudiadas	   en	   el	   análisis	   de	   supervivencia	   libre	   de	  
enfermedad	  en	  nuestra	  muestra	  	  
4.12.3.1. Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  asociada	  al	  sexo	  	  
En	  nuestra	  serie	  de	  62	  pacientes	  del	  Hospital	  12	  de	  Octubre	  con	  melanomas	  en	  estadio	  
avanzados	  se	  ha	  valorado	  la	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  de	  todos	  los	  casos,	  en	  
el	   conjunto	   de	  melanomas	   con	   la	  mutación	   de	  BRAF	   y	   sin	   ella.	   La	   diferencia	   de	   las	  
mediana	   del	   análisis	   de	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   según	   el	   sexo	   no	   fue	  
significativa	  (p=0,530).	  La	  mediana	  de	  la	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  en	  varones	  
fue	  1,625	   (0,384-­‐2,099)	  años,	  mientras	  que	  en	  mujeres	   fue	  1,058	   (0,567-­‐2,375)	  años	  

































Figura	  36.	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  asociado	  al	  sexo	  (meses).	  Varón:	  —;	  Mujer:	  —	  	  
4.12.3.2. Supervivencia	   libre	  de	  enfermedad	  asociada	  al	  tipo	  histológico	  
de	  melanoma	  	  
Se	  incluyeron	  cuatro	  tipos	  de	  melanoma	  primario:	  MES,	  MN,	  MM,	  MLA	  y	  	  calculamos	  
la	  posibles	  diferencias	  en	   la	  supervivencia	   libre	  de	  enfermedad	  entre	   los	  cuatro	  tipos	  
de	   melanoma.	   La	   diferencia	   de	   las	   medianas	   del	   análisis	   de	   supervivencia	   libre	   de	  
enfermedad	   según	   el	   tipo	   de	   melanoma	   primario	   no	   fue	   significativa	   (p=0,861).	   La	  
mediana	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  fue	  MES	  fue	  1,595	  (0,395-­‐2,893)	  años,	  
en	  LMM	  fue	  1,714	  (1,625)	  años,	  en	  MN	  fue	  1,003	  (0,000-­‐2,444)	  años	  y	  MLA	  fue	  0,811	  
(0,019-­‐1,844)	  años	  (Fig.	  37).	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4.12.3.3. Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  asociada	  a	  la	  localización	  de	  
melanoma	  primario	  	  
La	  diferencia	  de	  las	  medianas	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	  
la	   localización	   del	  melanoma	   primario	   no	   fue	   significativa	   (p=0,386).	   La	  mediana	   de	  
supervivencia	   libre	  de	  enfermedad	  en	  melanomas	   localizados	  en	   cabeza	  y	   cuello	   fue	  
3,066	  (0,173-­‐3,408)	  años,	  la	  mediana	  de	  los	  melanomas	  del	  tronco	  es	  0,940	  (0,395-­‐	  
	  
2,099)	   años,	   en	   las	   extremidades	   fue	   1,595	   (0,170-­‐2,784)	   años	   y	   en	   los	   acrales	   fue	  
0,652	  (0,005-­‐1,723)	  años	  (Fig.	  38).	  
	  
	  
Figura	  38.	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  	  asociada	  a	  la	  localización	  del	  melanoma	  primario	  	  (meses).	  Cabeza	  y	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4.12.4. Variables	   histopatológicas	   estudiadas	   en	   el	   análisis	   de	   supervivencia	  
libre	  de	  enfermedad	  en	  nuestra	  muestra	  
4.12.4.1. Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	  el	  Índice	  de	  Breslow	  
Se	   midió	   el	   índice	   de	   Breslow	   en	   todos	   los	   melanomas	   primarios	   incluidos	   en	   la	  
muestra.	   El	   índice	   de	   Breslow	   es	   una	   variable	   histológica	   de	   gran	   importancia	  
pronóstica,	  y	  corresponde	  a	  la	  T	  de	  la	  clasificación	  TNM	  (	  T1:	  menor	  que	  1,00;	  T2:	  1,01-­‐
2,00;	  T3:	  2,02-­‐4,00	  y	  T4	  >4,00).	  	  
	  
Figura	  39.	  	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  asociada	  al	  índice	  de	  Breslow	  (meses).	  <	  1,00:	  ⎯;	  1,01-­‐2,00:	  	  ⎯;	  2,02-­‐
4,00:	  	  ⎯;	  	  y	  >	  4,00:	  ⎯	  
La	  diferencia	  de	  las	  medianas	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  según	  el	  índice	  de	  Breslow	  
no	  fue	  significativa	  (p=0,494)	  (Fig.	  39).	  
4.12.4.2. Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  asociado	  al	  nivel	  de	  Clark	  
La	  diferencia	  de	  las	  medianas	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	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Figura	  40.	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	  el	  nivel	  de	  Clark.	  Nivel	  de	  Clark	  III:	  ⎯	  ;	  Nivel	  de	  Clark	  IV:	  	  ⎯;	  	  y	  
nivel	  de	  Clark	  V:	  	  ⎯	  
	  
La	  mediana	  de	  la	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  en	  los	  melanomas	  Nivel	  de	  Clark	  
III	   fue	  1,107	   (0,307-­‐2,723)	  años,	   	  Nivel	  de	  Clark	   IV	   fue	  1,595	   (0,444-­‐1,844)	  años	  y	  en	  
aquellos	  con	  Nivel	  de	  Clark	  V	  fue	  0,501	  (0,000-­‐2,444)	  años	  (Fig.	  40).	  
	  
4.12.4.3. Supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   asociada	   a	   la	   presencia	   de	  
ulceración	  en	  el	  melanoma	  primario	  	  
La	  diferencia	  de	  las	  medianas	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	  
la	   presencia	   o	   no	   de	   ulceración	   (si/no)	   no	   ha	   alcanzado	   resultados	   significativos	   (p=	  
0,683).	   La	   mediana	   de	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   en	   melanomas	   sin	  
ulceración	   fue	  1,058	   (0,307-­‐1,81)	   años,	   y	   en	  melanomas	  ulcerados	   fue	  1,156	   (0,444-­‐





































Figura	  41.	  	  Supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  según	  la	  presencia	  de	  ulceración	  en	  el	  melanoma	  primario	  (meses).	  
No:	  ⎯;	  si:	  ⎯	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5. DISCUSIÓN	  
5.1. Características	  clínicopatológicas	  de	  los	  melanomas	  con	  mutación	  BRAFV600	  	  
La	  detección	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF,	  se	  ha	  convertido	  en	  uno	  de	  los	  principales	  temas	  
de	  investigación	  en	  el	  melanoma.	  Las	  nuevas	  terapias	  dirigidas,	  los	  inhibidores	  de	  BRAF	  
(vemurafenib	   y	   dabrafenib)	   y	  MEK	   (trametinib),	   han	   demostrado	   un	   aumento	   de	   la	  
supervivencia	   global	   y	   de	   la	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   en	   esta	  
enfermedad.89,149,150	  Tres	  de	  los	  principales	  problemas	  de	  los	  nuevos	  tratamientos	  son:	  	  
- La	   elección	   de	   la	   muestra	   tumoral	   a	   estudio	   (tumor	   primario	   o	   sus	  
metástasis:	   a	   distancia	   o	   locorregionales,	   número	   de	   muestras	   que	   se	  
deben	   estudiar,	   y	   sí	   se	   debe	   buscar	   la	   mutación	   en	   cada	   nueva	  
metástasis);151-­‐153	  	  
- La	  búsqueda	  de	  pruebas	  diagnósticas	  reproducibles,	  rápidas	  y	  accesibles;	  	  
- Los	  mecanismos	  de	  resistencia	  a	  los	  inhibidores	  de	  la	  vía	  MAPK.	  	  
La	  activación	  de	  nuevas	  mutaciones	  a	  medida	  que	  progresa	  el	  tumor	  o	  la	  presencia	  de	  
subclones	   de	   diferentes	   mutaciones	   en	   el	   mismo	   tumor,	   se	   han	   propuesto	   como	  
mecanismos	  de	  resistencia	  a	  las	  nuevas	  terapias	  dirigidas.	  	  
En	   nuestra	   serie	   de	   62	   pacientes	   (62	   melanomas	   primarios	   y	   84	   metástasis),	  
estudiamos	  la	  heterogeneidad	  tanto	  intratumoral	  como	  intertumoral	  del	  melanoma,	  a	  
través	  de	  dos	  métodos	  diagnósticos:	  uno	  molecular	  real	  time-­‐PCR	  de	  tipo	  cualititativo	  
(Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test);	  y	  otro	  no	  molecular,	   la	  detección	  de	   la	  expresión	  
de	   proteínas	   BRAFV600E	   (anticuerpo	   monoclonal	   de	   ratón	   VE1).	   En	   los	   casos	  
discordantes	   la	   técnica	   utilizada	   como	   gold	   standard	   fue	   la	   secuenciación	   directa	  
Sanger®.	  
5.1.1. Frecuencia	  de	  la	  mutación	  en	  la	  muestra	  
El	   proto-­‐oncogén	   BRAF	   codifica	   la	   quinasa	   BRAF,	   miembro	   de	   la	   familia	   de	  
serina/treonina	  quinasas	  citoplasmáticas	  RAF.9	  La	  mutación	  se	  produce	  por	  un	  cambio	  
de	  timina	  por	  adenina	  en	  la	  posición	  600,	  en	  el	  exón	  15,	  esto	  conlleva	  la	  sustitución	  de	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valina	  por	  glutamato	  (GTG	  a	  GAG).	  La	  mutación	  de	  BRAF	  se	  ha	  descrito	  en	  el	  50%	  de	  
los	  casos	  de	  melanoma	  (27-­‐70%).9,44,45	  La	  forma	  BRAFV600E	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF	  	  en	  
el	  melanoma	  es	  la	  más	  frecuente	  descrita,	  hasta	  en	  70-­‐90%	  de	  los	  casos.44	  
En	   nuestra	   serie,	  más	   de	   la	  mitad	   de	   los	   pacientes	   se	   podría	   haber	   beneficiado	   del	  
tratamiento	   con	   vemurafenib,	   por	   albergar	   la	  mutación	  BRAFV600.	   Se	   ha	   demostrado	  
respuesta	   a	   vemurafenib	   aunque	   con	   distinta	   eficacia	   en	   melanomas	   con	   mutación	  
BRAFV600E,	  BRAFV600K	  y	  BRAFV600R.154	  La	  positividad	  de	  la	  mutación	  la	  observamos	  en	  el	  
60,96%	  (89/146)	  de	  nuestras	  muestras	  analizadas,	  el	  61,29%	  (38/62)	  de	  los	  melanomas	  
primarios,	   y	   el	   60,71%	   (51/84)	   de	   los	   tumores	  metastásicos,	   similar	   a	   los	   resultados	  
descritos	   en	   la	   literatura.36,37,69	   Las	   formas	   de	   la	   mutación	   BRAFV600	   que	   hemos	  
detectado	  en	  nuestro	  grupo	  de	  pacientes	   fueron	  BRAFV600E	   (29	  casos)	  y	   	  BRAFV600K	  (3	  
casos).	  La	  detección	  de	  la	  forma	  BRAFV600K	  es	  importante	  ya	  que	  se	  ha	  demostrado	  que	  
también	  responde	  a	  los	  tratamientos	  con	  inhibidores	  de	  BRAF,	  como	  se	  ha	  descrito	  en	  
el	  ensayo	  Fase	  III	  de	  vemurafenib	  (BRIM-­‐3),86	  entre	  otros	  trabajos.45	  
Otro	  de	  los	  aspectos	  que	  se	  está	  investigando	  en	  la	  literatura,	  es	  la	  correlación	  entre	  la	  
presencia	   de	   la	   mutación	   de	   BRAF	   en	   el	   melanoma	   y	   determinadas	   características	  
clínicopatológicas	  del	  melanoma.35,53,155	  
5.1.2. Parámetros	  clínicopatológicos	  estudiados	  
Las	   variables	   clínicas	   que	   hemos	   estudiado	   en	   el	   presente	   trabajo	   son:	   la	   edad	   al	  
diagnóstico,	   sexo,	   y	   la	   localización	   del	   melanoma	   primario	   (cabeza	   y	   cuello,	   tronco,	  
extremidades	   y	   acrales);	   y	   en	   las	   metástasis,	   el	   tipo	   (piel,	   ganglio	   y	   visceral)	   y	   la	  
localización	   (en	   tránsito,	   ganglionar	   y	   a	   distancia).	   En	   el	   apartado	   de	   las	   variables	  
histológicas	   evaluamos	   el	   subtipo	   histológico	   (MES,	   MN,	   LMM	   y	  MLA),	   el	   índice	   de	  
Breslow,	  el	  nivel	  de	  Clark,	  y	   la	  presencia	  de	  ulceración	  e	   infiltrado	   inflamatorio	  en	  el	  
melanoma	   primario.	   Solo	   encontramos	   diferencias	   significativas	   en	   la	   edad	   al	  
diagnóstico,	   la	   localización	   y	   el	   subtipo	   histológico	   de	   melanoma	   con	   respecto	   a	   la	  
presencia	  de	  la	  mutación	  de	  BRAF.	  Estos	  hallazgos	  son	  similares	  a	  los	  estudios	  	  
  DISCUSIÓN 
 
161	  
	   	  
publicados.36,155	  Y	  observamos	  una	  tendencia	  significativa	  en	  la	  variable,	  presencia	  de	  
metástasis	  en	  tránsito	  en	  los	  melanomas	  con	  la	  mutación.	  
5.1.3. Edad	  de	  diagnóstico	  	  
Se	   ha	   descrito	   que	   la	   mediana	   de	   edad	   de	   diagnóstico	   de	   los	   pacientes	   con	   BRAF	  
mutado	  es	  menor	  que	  la	  de	  los	  pacientes	  que	  no	  presentan	  la	  mutación.33,35,36,53,146,155-­‐
158	   En	   nuestra	   serie,	   la	   mediana	   de	   la	   edad	   de	   diagnóstico	   de	   los	   pacientes	   que	  
presentaban	   la	   mutación	   fue	   significativamente	   menor	   que	   en	   los	   pacientes	   sin	  
mutación	   (mediana	  de	  edad	  de	  diagnóstico	  en	   los	  mutados,	  52,00	  años;	  mediana	  de	  
edad	  de	  diagnóstico	  en	   los	  no	  mutados	  70,50	  años)	   (p<0,001).	  Estos	  datos	  coinciden	  
con	  los	  observados	  en	  otras	  series.	  En	  el	  trabajo	  de	  Viros	  y	  cols.,	  la	  mediana	  de	  la	  edad	  
de	  diagnóstico	  fue	  66	  años	  en	  la	  muestra,	  y	  en	  aquellos	  pacientes	  con	  la	  mutación	  51	  
años;	  en	  un	  trabajo	  de	  Long	  y	  cols.,	   fue	  de	  63,1	  años	  en	  el	   total	  de	   la	  serie,	   frente	  a	  
55,8	   años	   en	   los	   casos	   con	   la	  mutación.	   Lee	   y	   cols.,	   en	  un	  metanálisis,	   en	   el	   que	   se	  
recogieron	  36	  estudios,	  en	  el	  que	  acumularon	  2521	  pacientes,	  entre	   los	  años	  1989	  y	  
2010,37encontraron	   asociación	   con	   la	   localización	   y	   el	   subtipo	   histológico	   de	  
melanoma,	  pero	  no	  con	  la	  edad	  (al	  contrario	  que	  estudios	  previos)	  y	  el	  sexo.37	  En	  otros	  
estudios	  epidemiológicos	  de	  melanoma,	  se	  describe	  la	  asociación	  entre	  localizaciones	  
con	   exposición	   solar	   intermitente	   (tronco	   y	   extremidades),	   el	   sexo	   femenino	   y	  
diagnóstico	  a	  edades	  tempranas;	  mientras	  que,	  aquellos	  melanomas	  diagnosticados	  en	  
edades	   avanzadas,	   sobre	   todo	   se	   presentan	   en	   localizaciones	   de	   exposición	   solar	  
crónica	  	  (cabeza	  y	  cuello)	  y	  en	  hombres.32,155,159	  Long	  y	  cols.,	  estudiaron	  la	  frecuencia	  y	  
tipo	   de	   mutaciones	   BRAF	   en	   el	   melanoma	   metastásico	   y	   su	   correlación	   con	  
determinados	   perfiles	   clínico-­‐patológicos.	   Obtuvieron	   que	   el	   48%	   de	   los	   pacientes	  
tenían	  el	  gen	  BRAF	  mutado	  (V600E:	  74%;	  V600K:	  20%	  y	  el	  6%	  otros	  genotipos).	  Y	   los	  
melanomas	   que	   presentaban	   la	  mutación	  BRAF	   eran	   fundamentalmente	  MES	   y	  MN,	  
presentaban	   un	   mayor	   número	   de	   mitosis,	   eran	   melanomas	   primarios	   únicos,	   la	  
ubicación	  predominante	   era	   el	   tronco,	   y	   la	   edad	  en	   el	  momento	  del	   diagnóstico	  del	  
tumor	  primario	  era	  menor	  de	  50	  años.36	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5.1.4. Tipo	  de	  melanoma	  
Al	  estudiar	  en	  nuestra	  muestra,	   la	  distribución	  de	   los	  cuatro	  subtipos	  histológicos	  de	  
melanoma,	  encontramos	  que	  la	  mutación	  BRAFV600	  	  se	  hallaba	  en	  mayor	  proporción	  en	  
MES,	  26/62	  (41,94%)	  y	  en	  	  MN,	  6/62	  (9,68%)	  (p=0,005).	  Este	  resultado	  coincide	  con	  lo	  
descrito	  por	   la	  mayoría	  de	   los	   autores30-­‐32,155.	   El	   	   grupo	  de	   Sasaki	   y	   cols.,	   estudió	  35	  
melanomas	  primarios	  en	  pacientes	  japoneses	  BRAF	  positivos	  de	  los	  cuales	  el	  50%	  eran	  
MES	  y	  finos.30	  Curtin	  y	  cols.,	  analizaron	  la	  mutación	  BRAF	  y	  NRAS	  en	  126	  melanomas,	  y	  
observaron	  que	  la	  mayoría	  de	  las	  mutaciones	  de	  BRAF	  correspondían	  a	  MES	  en	  áreas	  
de	  exposición	  solar	  intermitente.32	  Lang	  y	  cols.,	  estudiaron	  52	  melanomas	  primarios	  e	  
identificaron	  la	  mutación	  BRAFV600	  en	  el	  29%	  (17/52)	  de	  los	  MES	  y	  en	  el	  27%	  (11/52)	  de	  
MN.31	   Los	   resultados	   en	   series	   posteriores	   mantienen	   la	   relación	   entre	   el	   tipo	   de	  
melanoma	   y	   la	   presencia	   de	   la	   mutación	   BRAFV600.33,35,36,101,155,160	   Lee	   y	   cols.,	   en	   su	  
metanálisis,	   detectaron	   con	  mayor	   frecuencia	   la	  mutación	  de	  BRAF	  en	  MES	   y	   en	   los	  
melanomas	  de	  áreas	  de	  exposición	  solar	  intermitente.37	  Por	  último,	  el	  grupo	  de	  Yaman	  
y	  cols.,	   identificaron	  la	  mutación	  en	  el	  42,5%	  de	  los	  melanomas	  especialmente	  en	  los	  
MES.155	  	  	  
5.1.5. Localización	  del	  melanoma	  primario	  
La	  localización	  del	  melanoma	  primario	  es	  otra	  variable	  clínica	  en	  la	  que	  se	  ha	  hallado	  
significación	   estadística	   y	   en	   la	   que	   hemos	   coincidido	   con	   los	   diferentes	   estudios	  
publicados.27,33,35	   En	   nuestro	   estudio,	   la	   proporción	   mayor	   de	   melanomas	   que	  
albergaban	  la	  mutación	  de	  BRAF	   fue	  en	  aquellos	  melanomas	  que	  estaban	  localizados	  
en	  el	  tronco	  (p=0,026).	  En	  el	  trabajo	  de	  Liu	  y	  cols.,	  se	  detectó	  la	  mutación	  de	  BRAFV600	  
en	   112/251	   (45%)	   de	   los	   melanomas	   primarios,	   la	   mayoría	   eran	   MES,	   mostraban	  
escasos	  signos	  de	  daño	  actínico,	  	  y	  estaban	  localizados	  en	  el	  tronco	  o	  en	  extremidades	  
(OR=9,0).33	   Viros	   y	   cols.,	   en	   una	  muestra	   de	   302	  melanomas,	   demostraron	   también	  
que	   el	   subtipo	   más	   frecuente	   de	   melanoma	   primario	   era	   MES,	   y	   la	   localización	  
mayoritaria	   era	   el	   tronco.35	   Los	   melanomas	   en	   piel	   con	   daño	   solar	   crónico	   como	  
sucede	  en	  la	  cara,	  mostraron	  características	  moleculares	  diferentes	  en	  comparación	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con	   melanomas	   que	   surgían	   en	   piel	   fotoexpuesta	   de	   forma	   intermitente.27	   En	  
resumen,	   el	   perfil	   de	  melanomas	   que	   presentan	   la	   mutación	   de	   BRAFV600	   	   es:	  MES,	  
localizados	   en	   el	   tronco	   y	   extremidades,	   áreas	   exposición	   solar	   intermitente	   y	  
diagnosticados	  a	  edades	  más	  tempranas.35	  
5.1.6. Características	  histológicas	  en	  melanomas	  BRAF	  +	  	  
En	   el	   melanoma,	   algunos	   autores	   han	   intentado	   integrar	   los	   datos	   clínicos,	  
histopatológicos	   y	  moleculares,	   en	   una	   búsqueda	   de	   una	   nueva	   clasificación	   clínico-­‐
patológica.	  Así,	  Viros	  y	  cols.	  observaron	  que	  la	  ulceración,	  la	  extensión	  pagetoide	  con	  
formación	   de	   nidos	   de	   melanocitos	   intraepidérmicos,	   el	   engrosamiento	   de	   la	  
epidermis,	   la	   demarcación	   nítida	   con	   la	   piel	   circundante	   y	   la	   presencia	   de	   células	  
tumorales	  más	  grandes,	  redondas,	  y	  pigmentadas	  se	  asociaba	  con	  mayor	  frecuencia	  a	  
melanomas	  con	  la	  mutación	  BRAF.35	  Nosotros	  no	  hemos	  encontrado	  asociación	  con	  la	  
ulceración	   lo	   que	   coincide	   con	   los	   hallazgos	   obtenidos	   por	   otros	   autores.36	   Otros	  
aspectos	  estudiados,	  han	  sido	  el	  espesor	  (índice	  de	  Breslow),	  y	   la	  tasa	  de	  mitosis	  del	  
melanoma	   primario.	   Se	   ha	   contemplado	   una	   mayor	   asociación	   y	   frecuencia	   de	  
mutación	  en	  melanomas	  metastásicos	  más	  finos,	  y	  su	  presencia	  en	  estos	  melanomas,	  
se	  ha	  asociado	  a	  un	  peor	  pronóstico.33,37,141,161	  En	  otros	  trabajos,	  sin	  embargo,	  no	  han	  
encontrado	  relación	  de	  la	  mutación	  con	  el	  índice	  de	  Breslow.36,162	  En	  nuestro	  estudio,	  
no	  logramos	  identificar	  una	  diferencia	  significativa	  entre	  la	  frecuencia	  de	  la	  mutación	  
en	   melanomas	   primarios	   y	   el	   espesor	   de	   Breslow.	   El	   parámetro	   presencia	   de	  
inflamación	  tampoco	  ha	  obtenido	  resultados	  significativos.	  Este	  último	  hecho,	  ha	  sido	  
también	  valorado	  por	  otros	  autores	  como	  Edlundh-­‐Rose	  y	  cols.,	  y	  sí,	  identificaron	  una	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5.2. Homogeneidad	   intertumoral	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   mediante	   RT-­‐PCR	   e	  
IHQ	  entre	  melanoma	  primario	  y	  sus	  metástasis	  
La	  diferencia	  entre	  el	  estado	  mutacional	  del	  tumor	  primario	  y	  sus	  metástasis,	  o	  entre	  
las	  metástasis	  del	  mismo	  melanoma,	  podría	  ser	  un	  mecanismo	  de	  resistencia	  primario	  
a	   las	   nuevas	   terapias	   dirigidas	   contra	   el	   melanoma.	   La	   descripción	   inicial	   de	   que	   la	  
mutación	  BRAFV600	   se	  mantenía	   a	  medida	   que	   progresaba	   el	   tumor,	   conocida	   como	  
homogeneidad	  intertumoral,163	  contrastaba	  con	  lo	  observado	  en	  otros	  cánceres,	  en	  los	  
que	  se	  había	  demostrado	  la	  existencia	  de	  policlonalidad	  en	  la	  progresión	  tumoral,164	  lo	  
que	  podría	  justificar	  las	  resistencias	  identificadas	  en	  algunos	  tratamientos.	  	  
El	  carácter	  heterogéneo	  del	  melanoma	  es	  conocido.165	  Por	  otro	  lado,	  algunos	  trabajos	  
habían	   descrito	   discordancias	   entre	   distintas	   muestras	   de	   melanoma	   del	   mismo	  
paciente	   (Tabla	   37).95,98,99,140,158,166	   Para	   tratar	   de	   esclarecer	   estas	   discordancias,	   nos	  
propusimos	   estudiar	   la	   posible	   heterogeneidad	   entre	   el	   melanoma	   primario	   y	   las	  
metástasis	   de	   cada	   paciente,	   en	   una	   serie	   de	   melanomas	   pareados,	   aplicando	   dos	  
métodos	  diagnósticos,	  Cobas®	  BRAV600	  Mutation	  Test	  y	  otra	  técnica	  no	  molecular,	  el	  
anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  VE1.	  Observamos,	  al	  estudiar	  los	  melanomas	  con	  qRT-­‐
PCR,	   que	   10	   pacientes	   de	   los	   62	   pacientes	   valorados,	   no	  mantenían	   el	   estado	   de	   la	  
mutación	   inicial	   en	   las	  metástasis,	   es	   decir,	   que	   existía	   una	   discordancia	   del	   16,13%	  
(10/62).	  Dado	  que	  Cobas®	  BRAV600	  Mutation	  Test	  detecta	  además	  de	  la	  mutación	  de	  
BRAFV600E	   otras	   mutaciones	   de	   BRAFV600,	   con	   menor	   sensibilidad	   por	   reactividad	  
cruzada	   (BRAFV600E2,	   BRAFV600K,	   BRAFV600D);76	   y	   que	   la	   IHQ,	   solo	   detecta	   en	   principio	  
BRAFV600E,	  se	  completó	  el	  estudio	  realizando	  secuenciación	  directa	  Sanger®	  a	   los	  diez	  
casos.	   Observamos	   que	   tres	   casos	   de	   los	   casos	   presentaban	   la	   mutación	   BRAFV600K	  
(caso	  30,	  caso	  40	  y	  caso	  42),	  con	  lo	  que	  explicaríamos	  la	  discordancia.76	  En	  los	  casos	  48	  
y	  50,	  el	  resultado	  de	  la	  secuenciación	  directa,	  fue	  WT	  para	  todas	  las	  muestras,	  por	  lo	  
que	  repetimos	  los	  resultados	  de	  qPCR	  (Cobas®)	  que	  fue	  WT	  en	  el	  segundo	  análisis.	  Así,	  
consideramos	  los	  primeros	  resultados	  iniciales,	  como	  falsos	  positivos	  de	  la	  primera	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prueba.	   Estos	   falsos	   positivos	   del	   Cobas®,	   podrían	   ser	   explicados	   por	   errores	   en	   la	  
técnica,	  como	  la	  contaminación	  por	  ADN	  de	  otras	  muestras.	  En	  los	  casos	  1,	  18,	  27,	  41	  y	  
43,	   los	   resultados	   falsos	   negativos	   para	   PCR,	   y	   positivos	   para	   el	   anticuerpo	   y	   la	  
secuenciación	  directa,	  pudieron	  ser	  motivados	  por	  la	  existencia	  de	  un	  porcentaje	  bajo	  
de	  celularidad,	  lo	  que	  hace	  que	  la	  sensibilidad	  de	  la	  técnica	  sea	  inferior	  a	  la	  IHQ	  y	  a	  la	  
secuenciación	  directa	  Sanger®.	  Por	   lo	   tanto,	  nuestros	   resultados	  apoyan	   la	   idea	  de	   la	  
homogeneidad	  intertumoral	  para	  la	  mutación	  BRAFV600E.101,167,168	  
El	  porcentaje	  de	  discordancia	  en	  nuestra	  serie	  (16,13%),	  obtenido	  mediante	  Cobas®,	  es	  
similar	   a	   la	   discrepancia	   mostrada	   por	   otros	   grupos	   que	   han	   utilizado	   diferentes	  
métodos	  diagnósticos	  moleculares	  (13,5-­‐44%).95,98,99	  Yancovitz	  y	  cols.,	  en	  una	  muestra	  
de	   112	   tumores	   estudiaron	   la	   presencia	   de	   la	  mutación	   de	  BRAFV600E,	  mediante	   dos	  
técnicas	  moleculares	  (secuenciación	  convencional	  y	  específica	  MS-­‐PCR),	  y	  encontraron	  
un	  desfase	  entre	  la	  sensibilidad	  de	  las	  mismas.	  Por	  lo	  que	  concluyeron,	  que	  además	  de	  
la	   posible	   pérdida	   de	   sensibilidad	   de	   estas	   técnicas	   por	   contaminación	   del	   estroma	  
tumoral	  normal,	  podría	  haber	  intervenido	  también	  la	  presencia	  de	  otros	  subclones	  de	  
BRAF	  de	   tipo	   silvestre	   que	  hubiesen	   interferido	   en	   el	   resultado.	   Para	   confirmar	   esta	  
hipótesis,	   seleccionaron	   los	   tumores	   de	   19	   pacientes	   con	   múltiples	   metástasis	   y	  
mediante	   MS-­‐PCR	   (sin	   microdisección)	   estudiaron	   la	   mutación	   BRAFV600E.	   Se	  
encontraron	  que	  en	  5/19	   (26%)	  de	   los	  pacientes	  presentaban	  discordancia	  entre	   sus	  
muestras	  tumorales.	  En	  18	  pacientes	  a	  los	  que	  se	  les	  había	  analizado	  el	  tumor	  primario	  
y	  sus	  metástasis,	  el	  44%	  (8/18)	  no	  mantuvieron	  el	  estado	  mutacional.	  Seis	  de	  los	  casos	  
discordantes	   no	   presentaban	   la	   mutación	   en	   el	   tumor	   primario,	   pero	   sí	   en	   las	  
metástasis.	  Con	  estos	  resultados	  sugirieron	   la	  posible	  policlonalidad	  del	  melanoma.95	  
En	  el	  mismo	  año,	  el	  grupo	  de	  trabajo	  de	  Colombino	  y	  cols.,	  sometieron	  a	  estudio	  a	  132	  
pacientes	   (291	   muestras	   tumorales,	   entre	   melanomas	   primarios	   y	   metástasis)	   a	   las	  
mutaciones	   de	   BRAF,	   NRAS	   y	   p16CDKN2A.	   El	   43%	   de	   los	   tumores	   presentaron	   la	  
mutación	   de	  BRAF.	   Las	  mutaciones	   de	  BRAF/NRAS	   eran	  más	   frecuentes	   en	   tumores	  
metastásicos	   (63%)	   que	   en	   los	   primarios	   (58%).	   Se	   halló	   una	   discordancia	   de	   las	  
mutaciones	  de	  BRAF/NRAS	  del	  15%	  (15	  pacientes)	  entre	  el	  melanoma	  primario	  y	  sus	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metástasis.99	  En	  2013,	  Heinzerling	  y	  cols.	  estudiaron	  mediante	  pirosecuenciación,	  300	  
muestras	  de	  melanoma,	  de	  las	  cuales	  el	  45,5%	  en	  los	  tumores	  primarios	  y	  el	  51,3%	  de	  
las	   metástasis	   fueron	   BRAF	   positivas.	   En	   53	   pacientes	   que	   aportaban	   al	   estudio	  
múltiples	   muestras,	   se	   estudió	   también	   la	   heterogeneidad	   intertumoral	   que	   se	  
identificó	   en	   10	   pacientes	   (18,9%).98	   El	   grupo	   de	   Saint-­‐Jean	   y	   cols.,	   analizaron	  
mediante	  amplificación	  alelo	  específica	  y	  secuenciación	  directa	  Sanger	  un	  total	  de	  367	  
tumores	  (278	  pacientes).	  La	  mutación	  de	  BRAF	  fue	  hallada	  en	  152	  muestras	  (41,4%),	  la	  
discrepancia	  que	  encontraron	   fue	  de	  13,5%,	  en	  10	  de	   los	  74	  pacientes	   incluidos	   con	  
metástasis	  múltiples.158	  Saroufim	  y	  cols.,	  en	  una	  muestra	  de	  95	  tumores,	  compararon	  
el	   estado	   mutacional	   mediante	   IHQ	   y	   PCR.	   La	   muestra	   estaba	   compuesta	   por	   40	  
melanomas	  primarios	   y	   sus	  metastasis	   (n=42),	   recidivas	   (n=9)	   y	   segundas	  metástasis	  
(n=4).	   En	   nueve	   pacientes	   se	   incluyeron	   más	   de	   una	   metástasis.	   La	   mutación	   de	  
BRAFV600E	  ha	  sido	  identificada	  en	  el	  35,4%	  de	  los	  melanomas	  primarios	  y	  en	  el	  18,9%	  de	  
las	  metástasis.	  Las	  discordancias	  entre	  melanoma	  primario	  y	  sus	  metástasis	  mediante	  
IHQ	  fue	  del	  27,5%	  y	  mediante	  PCR	  fue	  mayor,	  32,3%.	  La	  concordancia	  entre	  metástasis	  
fue	  del	  100%	  (6	  casos	  comparados).169	  Bradish	  y	  cols.,	  analizaron	  el	  estado	  mutacional	  
(BRAF	  V600E/E2,	  V600K,	  V600D,	  y	  V600R)	  mediante	  BRAF	  RGQ	  PCR	  kit	  (Qiagen)	  en	  25	  
pacientes.	   Cuatro	   pacientes	   (16%)	   tuvieron	   discrepancias	   entre	   el	   primario	   y	   sus	  
metástasis.	  De	  estos,	  dos	  (8%)	  presentaron	  positividad	  para	  BRAFV600	  en	  el	  melanoma	  
primario	  con	  negatividad	  para	  BRAF	  en	  las	  metástasis	  y	  dos	  (8%)	  pacientes	  tenían	  BRAF	  
negativo	   en	   el	   melanoma	   primario	   y	   positivo	   en	   las	   metástasis.	   Los	   autores	  
concluyeron	  que	   la	  discrepancia	  del	  estado	  mutacional	  del	  melanoma	  primario	  y	   sus	  
metástasis	   no	   era	   infrecuente	   y	   que	   sería	   prudente	   repetir	   el	   análisis	   en	   aquellos	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Tabla	  37.	  Heterogeneidad	  intertumoral	  
	  
En	   todos	   estos	   estudios,	   se	   han	   empleado	   técnicas	   moleculares	   para	   obtener	   la	  
mutación.	  Este	  tipo	  de	  técnicas,	  pueden	  estar	  influenciadas	  por	  la	  pureza	  de	  las	  células	  
tumorales	  ya	  que	  precisan	  una	  celularidad	  elevada,	  y	  además,	  no	  podemos	  garantizar	  
la	   concentración	   del	   ADN	   tumoral.167,171	   La	   selección	   de	   muestras	   con	   abundante	  
infiltrado	  inflamatorio	  y	  células	  estromales	  hace	  que	  la	  sensibilidad	  y	  especificidad	  de	  
las	  técnicas	  disminuya.	  	  
Por	  otra	  parte,	  se	  ha	  comercializado	  recientemente	  un	  nuevo	  anticuerpo	  monoclonal	  
de	  ratón	  VE1,	  cuya	  validación	  para	  el	  estudio	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E	  ha	  demostrado	  
una	  alta	  sensibilidad	  y	  especificidad.42	  Algunos	  autores	  han	  propuesto	  introducirlo	  en	  
el	   algoritmo	   diagnóstico,	   como	   método	   de	   screening,	   asociado	   a	   otro	   método	  
molecular.171,172	   Así,	   el	   grupo	   de	   trabajo	   de	   Lade-­‐Keller	   y	   cols.,	   estudiaron	   en	   28	  
melanomas	   primarios	   la	   mutación	   mediante	   anticuerpo	   monoclonal	   VE1	   y	   Cobas®	  
BRAFV600	   Mutation	   Test	   y	   compararon	   la	   sensibilidad	   de	   estas	   dos	   pruebas	  
diagnósticas.	  El	  anticuerpo	  fue	  positivo	  en	  13	  muestras	  (46%),	  de	  las	  cuales	  cuatro	  	  
Autor& Año&(mes)& Revista& Nº&muestras&& Métodos&diagnósticos&
Houben&y&cols.& !2004!(Marzo)! J.#Carcinog.# 200!(174!pacientes)! Secuenciación!directa!




2012!(Junio)! J#Clin#Oncol# 291! (132! pacientes)
! !















Bradish&y&cols.& 2015!(Abril)! Mod#Pathol# !(25!pacientes)! BRAF!RGQ!PCR!!kit!(Qiagen)!!
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casos	  fueron	  negativos	  para	  Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test	  curiosamente,	  en	  estos	  
la	  celularidad	  tumoral	  era	   inferior	  10%,	  al	  no	  utilizar	  macro	  o	  microdisección.171	  Esto	  
demuestra	   la	  bondad	  de	   la	   IHQ	  que	  es	   independiente	  de	   la	   fracción	  celular	   tumoral.	  
Otra	  ventaja	  de	  la	  IHQ	  que	  se	  ha	  visto,	  es	  la	  capacidad	  de	  seleccionar	  el	  área	  a	  estudio	  
y	   así,	   delimitar	  mejor	   la	   que	   corresponde	   al	  melanoma,	   especialmente	   en	   los	   casos	  
asociados	  a	  nevus.	  Las	  discordancias	  halladas	  en	   los	  primeros	  trabajos	  podrían	  haber	  
sido	   motivadas	   por	   el	   empleo	   de	   métodos	   moleculares	   en	   muestras	   demasiado	  
pequeñas	  o	  por	   la	   escasa	  pureza	  del	  ADN	   tumoral	   en	   las	  muestras	   seleccionadas	  de	  
melanoma	  primario	  o	  de	  las	  metástasis	  (algunas	  técnicas	  moleculares	  son	  incapaces	  de	  
detectar	  con	  precisión	  la	  presencia	  de	  mutaciones	  en	  tejidos	  cuyo	  contenido	  de	  ADN	  
tumoral	   es	   inferior	   al	   25%)	   o	   por	   realizar	   el	   análisis	   en	   melanomas	   primarios	   no	  
causantes	   de	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad.102	   Por	   lo	   que	   debemos	   actuar	   con	  
precaución	  en	  pacientes	  con	  múltiples	  primarios,	  especialmente	  si	  el	  primario	  tiene	  un	  
estadio	   bajo,	   una	   recurrencia	   no	   regional	   o	   si	   el	   periodo	   de	   progresión	   no	   es	   el	  
esperado.	  	  
En	   contra	   de	   estos	   hallazgos	   referidos	   en	   la	   literatura	   y	   en	   desacuerdo	   con	   los	  
resultados	  obtenidos	  en	  nuestro	   trabajo,	  existen	  estudios	   similares	  al	  nuestro	  en	   los	  
que	   se	   defiende	   la	   homogeneidad	   intertumoral.	   Curiosamente,	   en	   estas	   series	   se	  
emplean	  métodos	  moleculares	  e	  IHQ.	  Boursalt	  y	  cols.,	  en	  un	  estudio	  de	  230	  tumores	  
(88	  melanomas	  primarios)	  en	  estadios	   III	   y	   IV	  en	  el	  que	  emplearon	   la	   inmunotinción	  
con	  anti	  BRAFV600E	  y	  HRM,	  solo	  encontraron	  discordancia	   intertumoral	  en	  4	  pacientes	  
(4,5%).	  Uno	  de	  los	  cuales	  tenía	  otro	  melanoma.	  En	  otros	  dos	  casos,	  cuyos	  melanomas	  	  
primarios	  eran	  BRAFWT	  propusieron	  que	  las	  mutaciones	  detectadas	  en	  las	  metástasis,	  
BRAFL597S	  y	  BRAFD594N,	  	  se	  pudieron	  haber	  adquirido	  durante	  la	  progresión	  tumoral.	  La	  
homogeneidad	  intertumoral	  se	  mantuvo	  en	  el	  100%	  entre	  las	  metástasis	  de	  un	  mismo	  
tumor	  primario	  lo	  mismo	  que	  ocurrió	  en	  nuestros	  casos;	  y	  en	  el	  90,09%	  entre	  tumor	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primario	  y	  metástasis.101	  Menzies	  y	  cols.,	  en	  64	  pacientes	  (171	  tumores)	  estudiaron	  la	  
mutación	   mediante	   IHQ	   entre	   los	   tumores	   de	   cada	   paciente	   valorando	   también	   la	  
intensidad	   de	   inmunotinción.167	   Demostraron	   homogeneidad	   intertumoral	   (tasa	   de	  
concordancia	   100%).	   Por	   último,	   Pearlstein	   y	   cols.	   en	   su	   serie	   de	   76	   pacientes	   con	  
melanomas	  metastásicos	  demostraron	  una	  concordancia	  del	  100%	  para	  el	  anticuerpo	  
VE1	  igual	  que	  lo	  que	  observamos	  en	  nuestra	  serie	  (Table	  38).168	  
	  
Tabla	  38.	  	  Homogeneidad	  intertumoral	  	  
5.3. Homogeneidad	  intratumoral	  
La	  inmunohistoquímica	  es	  una	  técnica	  que	  de	  forma	  directa	  y	  fácil	  nos	  permite	  valorar	  
en	   toda	   la	  muestra,	   si	   la	   tinción	  de	   la	  mutación	  de	  BRAFV600E	   se	  distribuye	  de	   forma	  
homogénea.	  En	   la	   literatura,	  se	  ha	  objetivado	  heterogeneidad	   intratumoral	  en	  varios	  
estudios	  en	  los	  que	  las	  técnicas	  empleadas	  han	  sido	  moleculares	  (Tabla	  39).93-­‐98	  Lin	  y	  
cols.,	   al	   secuenciar	   entre	   40	   y	   56	   grupos	   de	   células	   de	   cinco	  melanomas	   primarios,	  	  
encontraron	  que	  4	  de	  los	  5	  melanomas	  contenían	  grupos	  de	  células	  con	  BRAF	  de	  tipo	  
silvestre	  y	  mutado.	  Para	  apoyar	  este	  hallazgo,	  realizaron	  un	  análisis	  en	  10	  melanomas	  	  
!
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adicionales	   usando	   técnicas	   de	   mayor	   sensibilidad,	   detectando	   subclones	   en	   8	   de	  
ellos.93	   	   Yancovitz	   y	   cols.,	   en	   el	  mismo	   trabajo	   en	   que	   demostraron	   heterogeneidad	  
intertumoral,	  estudiaron	  nueve	  casos	  de	  melanoma	  primario	  mediante	  microdisección	  
y	  análisis	  con	  secuenciación	  y	  BRAFV600E-­‐specific	  SNaPshot,	  con	  el	  fin	  de	  determinar	  si	  
presentaban	  subclones	  tumorales	  diferentes	  en	  la	  superficie	  de	  un	  mismo	  tumor.	  Seis	  
de	  estos	   casos	  mostraron	   según	  el	   área	  estudiada,	  heterogeneidad	   intratumoral	   con	  
diferentes	  proporciones	  de	   células	  BRAFV600E	  y	   de	   tipo	   silvestre.95	  Heirzenling	   y	   cols.,	  
solo	   refiere	   que	   un	   subgrupo	   de	   pacientes	   mostró	   heterogeneidad	   intratumoral,	  
mediante	  IHQ	  	  (anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  VE1).98	  Wilmott	  y	  cols.,	  estudiaron	  66	  
pacientes	   con	   melanomas	   metastásicos	   con	   IHQ,	   de	   los	   cuales	   el	   22%	   mostró	   una	  
tinción	   heterogénea	   del	   anticuerpo.173	   Busam	   y	   cols.,	   estudiaron	   en	   20	   melanomas	  
primarios	   la	   mutación	   de	   BRAF	   con	   el	   anticuerpo	   VE1.	   En	   seis	   casos	   la	   tinción	  
presentaba	   poblaciones	   V600E	   positivas	   y	   negativas	   en	   el	   mismo	   tumor.	   Aunque	  
consideraron	   que	   podría	   existir	   heterogeneidad	   en	   la	   expresión	   del	   anticuerpo,	  
aconsejaron	  prudencia	  en	  la	  interpretación,	  ya	  que	  podría	  ser	  debida	  a	  la	  presencia	  de	  
artefactos	  por	  mala	  conservación	  de	  las	  muestras,	  cauterización	  o	  por	  la	  presencia	  de	  
áreas	   necróticas.	   Además,	   también	   recomiendan	   en	   su	   trabajo,	   ser	   precavidos	   al	  
evaluar	  la	  homogeneidad	  intratumoral,	  ya	  que	  en	  ocasiones	  en	  la	  muestra	  valorada,	  se	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Tabla	  39.	  	  Heterogeneidad	  intratumoral	  
	  
En	  nuestra	  serie,	  analizamos	  62	  pacientes	   (62	  melanomas	  primarios	  y	  84	  metástasis)	  
mediante	   IHQ	   y	   demostramos	   la	   ausencia	   de	   heterogeneidad	   intratumoral.	   Por	   lo	  
tanto,	  nuestros	   resultados	   corroboran	   la	  homogeneidad	   intratumoral,	   propuesta	  por	  
otros	   autores	   (Tabla	   40).42,79,100,101,167,174	   En	   el	   trabajo	   de	   Boursault	   y	   cols.	   que	  
estudiaron	   99	   pacientes	   (230	   muestras),	   la	   mutación	   fue	   positiva	   en	   el	   53%	   de	   los	  
casos,	  y	  con	  IHQ	  en	  el	  47,4%.	  Se	  observó	  disminución	  de	  la	  captación	  de	  la	  tinción	  en	  
áreas	  de	  necrosis,	  o	  mal	  fijadas,	  y	  concluyeron	  que	  la	  tinción	  había	  sido	  homogénea	  en	  
todas	   las	  muestras	   que	   estudiaron.101	  Menzies	   y	   cols.,	   estudiaron	   64	   pacientes	   (171	  
muestras	   tumorales)	   con	   IHQ	  y	  encontraron	  un	  100%	  de	   concordancia	   intertumoral.	  
Todas	   las	   tinciones	   fueron	   homogéneas	   y	   el	   70%	   de	   forma	   intensa	   (62	   melanomas	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Tabla	  40.	  	  Homogeneidad	  intratumoral	  
En	   la	   interpretación	  de	   los	   resultados	  de	   la	   inmunotinción	   con	  el	   anticuerpo	  VE1,	  es	  
importante,	   ante	   la	   sospecha	  de	  heterogeneidad,	   la	   correlación	   con	   los	  hallazgos	  de	  
H&E,	  ya	  que	  la	  presencia	  de	  necrosis,	  y	  áreas	  en	  las	  que	  predomina	  el	  estroma,	  pueden	  
generar	  errores	  de	  interpretación	  de	  tinción	  heterogénea	  como	  falsos	  positivos.101,175	  
La	  tinción	  verde-­‐grisácea	  con	  el	  anticuerpo	  VE1	  con	  la	  que	  podemos	  ver	  los	  depósitos	  
de	  melanina	   en	   los	  melanófagos	   y	   dentro	   de	   células	   tumorales,	   también	   podría	   ser	  
otra	  causa	  de	  falso	  positivo.101	  Yeh	  y	  cols.	  (2013),	  investigaron	  el	  impacto	  de	  las	  células	  
del	  estroma	  en	  los	  resultados	  falsos	  negativos	  obtenidos	  por	  métodos	  moleculares.	  En	  
un	  análisis	  de	  la	  frecuencia	  de	  BRAFV600E-­‐mutado	  en	  nevus	  adquiridos	  por	  PCR	  digital	  
(ddPCR),	   los	   autores	   identificaron	   inicialmente	   heterogeneidad	   en	   la	   mutación	   de	  
BRAFV600E.	   Sin	  embargo,	   cuando	  el	   análisis	   se	   ajustó	  para	  el	   grado	  de	   contaminación	  
del	   estroma,	   las	   lesiones	   resultaron	   ser	   totalmente	   clonales	   para	   la	   mutación	   de	  
BRAFV600E.175	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5.4. Reactividad	  cruzada	  de	  Cobas®	  BRAV600	  Mutation	  Test	  	  e	  IHQ	  	  
En	  el	  melanoma,	  existen	  mutaciones	  de	  dinucleótidos	  menos	  comunes	  que	  afectan	  al	  
codón	   600:	   V600K	   (1798	   1799GT>AA),	   V600R	   (1798	   1799GT	   >AG),	   V600D	   (799	  
1800AG>AT)	   V600E2	   (1799	   1800AG>AA),	   junto	   con	   otras	  mutaciones	  más	   raras	   que	  
afectan	   a	   otros	   codones	   del	   gen	   BRAF.	   De	   acuerdo	   con	   la	   base	   de	   datos	   COSMIC	  
(Catalogue	  of	  Somatic	  Mutations	   In	  Cancer),	   la	  variante	  más	  frecuente	  después	  de	   la	  
V600E	  es	  la	  forma	  BRAFV600K.	  Los	  inhibidores	  de	  BRAF	  han	  demostrado	  ser	  eficaces	  en	  
el	   tratamiento	   del	   melanoma	   en	   aproximadamente	   el	   48%	   de	   los	   pacientes	   V600E-­‐
mutado89	   y	   los	   estudios	   preclínicos	   iniciales	   mostraron	   que	   las	   líneas	   celulares	   que	  
albergan	   mutaciones	   V600K,	   V600D,	   y	   V600R	   también	   son	   sensibles	   a	  
vemurafenib.89,154,176	   Puesto	   que	   estos	   datos	   indican	   que	   vemurafenib	   es	   activo	   en	  
melanomas	   con	   la	   mutación	   V600K,	   los	   nuevos	   ensayos	   en	   los	   que	   se	   combinan	  
dabrafenib	   y	   trametinib	   utilizan	   pruebas	   diagnósticas	   alelo	   específico	   para	   distinguir	  
entre	  V600K	  y	  V600E.	  Además,	  se	  ha	  observado	  que	  el	  trametinib,	   inhibidor	  de	  MEK,	  
parece	  ser	  activo	  en	  pacientes	  con	  activación	  BRAFV600K,	  pero	  con	  menor	  eficacia.150	  
El	  porcentaje	  de	  melanomas	  que	  poseen	  la	  mutación	  de	  BRAFV600K	  según	  los	  diferentes	  	  
estudios	  es	  del	  5-­‐44%	  de	  los	  casos	  (Tabla	  41).57,91,103,155,161	  En	  nuestra	  serie,	  el	  número	  
de	  casos	  en	  los	  que	  se	  detectó	  la	  mutación	  de	  BRAFV600K	  fue	  de	  un	  9,5%	  (3/32)	  de	  los	  
casos.	   Aunque	   podría	   haber	   más	   casos	   no	   detectados	   en	   el	   grupo	   de	   pacientes	   de	  
nuestro	  estudio	  en	   los	  que	  el	   resultado	  de	  Cobas®	  BRAFV600	  Mutation	  Test	  y	   la	   IHQ	  
fueron	  negativas,	  ya	  que	  la	  sensibilidad	  de	  la	  PCR	  para	  la	  forma	  V600K	  es	  inferior	  y	  en	  
la	  IHQ	  no	  se	  ha	  encontrado	  una	  clara	  reactividad	  cruzada.98	  	  
La	  forma	  BRAFV600K	  se	  ha	  asociado	  con	  características	  clínicopatológicas	  diferentes	  a	  la	  
mutación	  de	  BRAFV600E.	  Los	  melanomas	  que	  albergan	  la	  mutación	  V600K	  se	  encuentran	  
en	  pacientes	  de	  mayor	  edad,	  en	  áreas	  de	  exposición	  crónica	  solar	  (cabeza	  y	  el	  cuello)	  y	  
los	  tiempos	  de	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  son	  inferiores.60,98,161	  En	  nuestra	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muestra,	   la	   edad	   de	   diagnóstico	   del	   melanoma	   primario	   de	   los	   tres	   pacientes	   que	  
presentaban	  la	  mutación	  de	  BRAFV600K,	  casos	  30,	  40	  y	  42	  fue	  de	  48	  años,	  87	  años	  y	  70	  
años,	   respectivamente;	   la	   localización:	   caso	   30:	   cuero	   cabelludo,	   caso	   40:	   hombro	  
derecho	  y	   caso	  42:	  abdomen.	  Y	  el	   tipo	  de	  melanoma:	   caso	  30:	  MES,	   caso:	  40:	  MN	  y	  
caso	   42:	   MES.	   La	   menor	   sensibilidad	   Cobas®	   para	   la	   identificación	   de	   la	   mutación	  
V600K	   también	   puede	   generar	   una	   tasa	  mayor	   de	   hallazgos	   discordantes	   cuando	   se	  
utiliza	  este	  método.	  Las	  mutaciones	  V600K	  son	  detectadas	  por	  Cobas®	  en	  el	  67%	  de	  los	  
casos,	   y	   son	   negativos	   por	   IHQ.76,77,79	   Halait	   y	   cols.,	   en	   su	   serie	   con	   el	   Test	   Cobas	  
detectaron	   las	   mutaciones	   V600D	   (1/1),	   V600E2	   (1/3)	   y	   V600K	   (6/9)	   y	   no	   hallaron	  
reactividad	  cruzada	  con	  la	  forma	  V600R.76	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Tabla	  41.	  	  Frecuencia	  representativa	  de	  BRAFV600K	  en	  la	  literatura	  	  
En	   otros	   estudios,	   se	   ha	   comparado	   Cobas®	   con	   otros	  métodos	  moleculares,	   con	   el	  
objetivo	  de	  optimizar	  el	  diagnóstico	  y	  valorar	   la	   capacidad	  de	   identificación	  de	  estas	  
mutaciones	  V600-­‐no	  E	  (Tabla	  42).	  Heinzerling	  y	  cols.,	  estudiaron	  la	  mutación	  de	  BRAF,	  
en	  276	  muestras	  (174	  pacientes)	  de	  melanoma	  mediante	  pirosecuenciación.	  El	  grupo	  
de	   casos	   con	   mutaciones	   V600-­‐no	   E	   fue	   confirmado	   por	   secuenciación	   capilar.	   Se	  
compararon	   los	   resultados	   de	   Cobas®	   e	   IHQ	   (anti-­‐VE1).	   En	   14	   pacientes	   (18,7%)	   se	  
detectaron	  mutaciones	  raras:	  V600K,	  V600E2,	  V600D,	  V600G,	  V600R,	  V600EK601,	  	  
	  
! Autor&(año)& Nº&total& V600E,&n&(%)& V600K,&n&(%)&Willmore:Payne&y&cols.&(2005)& 43# 34#(79,1)# 6#(14,0)#
Edlundh:Rose&y&cols.&(2006)& 134# 114#(85)# 14#(10,4)#
Ugurel&y&cols.&(2007)& 50# 47#(94,0)# 3#(6,0)#
Long&y&cols.&(2011)& 95# 70#(73,7)# 19#(20,0)#
Menzies&y&cols.&(2012)& 62# 39#(62,9)# 16#(25,8)#
Pearlstein&y&cols.&&(2014)& 34# 27#(79,4)# 7#(20,6)#
Yaman&y&cols.&(2015)& 45# 24#(53,3)# 20#(44,4)#
Thiel&y&cols.&(2015)& 44# 41#(93,2)# 3#(6,8)#
Mar&y&cols.&(2015)& 196# 77#(39)# 10#(5)#
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V600DK601,	  y	  L597S.	  Las	  mutaciones	  V600-­‐no	  E	  detectaron	  de	  forma	  incompleta	  por	  
Cobas®,	   solo	   en	   7	   pacientes.	   La	   IHQ	   con	   el	   anticuerpo-­‐V600E	   específico	   (VE1)	   fue	  
positiva	  para	  los	  tumores	  V600E2	  y	  V600EK601	  y	  negativa	  para	  V600D,	  L597S,	  V600R,	  y	  
V600DK601.	   Las	   muestras	   detectadas	   por	   Cobas®	   fueron:	   V600K,	   L597S	   y	   V600R,	  
V600E2(GAA),	  V600D	  y	  V600EK601.	  Las	  tasas	  globales	  de	  detección	  de	  las	  mutaciones	  
raras:	   pirosecuenciación	   (pacientes	   13/14-­‐92,9%;	   muestras	   42/44-­‐95,5%);	   Cobas®	  
(pacientes	   7/14-­‐50%;	   muestras	   8/18-­‐44%);	   e	   IHQ	   (pacientes	   3/14-­‐21,4%;	   muestras	  
5/18-­‐27,8%).	   Concluyen	   que	   estos	   dos	  métodos	   diagnósticos,	   Cobas®	   e	   IHQ,	   no	   son	  
muy	  fiables	  a	  la	  hora	  de	  identificar	  formas	  raras	  de	  la	  mutación	  V600.98	  Esto	  coincide	  
con	   lo	   descrito	   por	   Skorokhod	   y	   cols..177	   En	   este	   artículo	   demostraron	   que	   la	  
pirosecuenciación	   era	   un	  método	   seguro,	   reproducible	   que	   se	   puede	   combinar	   con	  
Sanger	  para	  optimizar	   los	  resultados.	  Thiel	  y	  cols.,	  en	  su	  serie	  no	  detectó	  reactividad	  
cruzada	   del	   anticuerpo	   VE1	   con	   mutación	   BRAFV600K	   (n=7).	   A	   diferencia	   de	   otras	  
mutaciones	   raras,	   el	   anticuerpo	   VE1	   sí	   detectó	   la	   mutación	   BRAFV600E2,	   confirmado	  
posteriormente	   con	   secuenciación	   directa	   Sanger.160	   Curiosamente,	   Ihle	   y	   cols.,	  
describieron	  reactividad	  cruzada	  de	  VE1	  con	   la	  mutación	  BRAFV600R	   (1	  V600R	  caso	  de	  
3).178	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5.5. Sensibilidad	  y	  especificidad	  	  
	  
Tabla	  43.	  Sensibilidad	  y	  especificidad	  	  de	  la	  IHQ	  frente	  a	  otras	  técnicas	  moleculares.	  S*:	  sensibilidad;	  E*:	  
especificidad	  
!
Autor& Año& S*& E*& Nº&tumores& Métodos&
Capper&y&
cols.&&
2011$ 100%! 100%$ Anti*VE1$$
(Ventana$BenchMark$XT$+$DAB)$
Secuenciación$directa$
Long&y&cols.& 2013$ 97%! 98%$
Anti*VE1$$








2013$ 96%! 100%$ *$ Pirosecuenciación$
Colomba&y&
cols.&&







































Ihle&y&cols.& 2014$ 100%! 98%$
Anti*VE1$$
(Spring$Biosciences,$Pleasanton,$CA,$USA$+$BOND$Max$









2014$ 100%! 100%$ Anti*VE1$$
(Spring$ BioscIences,$ Pleasanton,$ CA$ +$ Ventana$
BenchMark$ULTRA$+$DAB$+$Dilución$1:50)$
PCR*HRM$






2014$ 85%! 100%$ Anti*VE1$$
(Spring Biosciences, Pleasanton, CA + Leica 
Bond III + Leica Refined Red Polymer + Dilución: 
1:100)$
Pirosecuenciación$
Liu&y&cols.&& 2014$ 72,2%! 100%$ Anti*VE1$$










Thiel&y&cols.&& 2015$ 100%! 96,8%$ Anti*VE1$$
(Spring$ Biocience,$ Pleasanton,$ CA$ +$ BenchMark$ XT$ +$
DAB$+$Dilución1:100))$
cMS$
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La	   inmunohistoquímica	   es	   una	   técnica	   accesible,	   y	   más	   barata	   que	   las	   técnicas	  
moleculares	  (un	  anticuerpo	  convencional	  vale	  8	  €,	  el	  VE1	  es	  actualmente	  más	  caro	  50	  
€,	  mientras	  que	  la	  técnica	  de	  Cobas®;	  cuesta	  aproximadamente	  180	  €).	  Se	  emplea	  en	  la	  
rutina	   diaria	   de	   los	   laboratorios	   de	   patología	   y	   es	   un	   test	   rápido	   (permite	   la	  
visualización	   directa	   de	   las	   células	   tumorales)	   y	   sensible.	   La	   IHQ	   puede	   acortar	   el	  
período	   de	   detección	   de	   la	  mutación	   en	   aproximadamente	   48	   horas,	   lo	   que	   podría	  
ahorrar	   tiempo	  para	  el	   inicio	  de	   los	   tratamientos.	  Hasta	   la	  actualidad	   la	   técnica	  gold	  
standard	   ha	   sido	   la	   secuenciación	  Sanger®.	   Sin	  embargo,	   Sanger®	   es	  una	   técnica	  muy	  
limitada	   para	   un	   análisis	   de	   rutina,	   los	   protocolos	   de	   elaboración	   son	  muy	   largos	   y	  
necesitan	   una	   mayor	   calidad	   de	   la	   muestra	   (bajas	   concentraciones	   de	   infiltrado	  
inflamatorio	   o	   de	   células	   del	   estroma).75,179	   La	   cantidad	   de	   tumor	  mínima	   para	   una	  
óptima	  detección	  de	  la	  mutación	  en	  el	  Cobas®	  es	  15-­‐20%	  y,	  en	  la	  secuenciación	  directa	  
Sanger®	  del	  40%.56	  	  
Los	   estudios	   iniciales	   que	   se	   han	   efectuado	   con	   el	   anticuerpo	  monoclonal	   de	   ratón	  
VE1,	   comparado	   con	   las	   técnicas	   genéticas	   (secuenciación	   directa	   Sanger®,	  
pirosecuenciación,	   RT-­‐PCR	   Cobas®,	   PCR-­‐HRM,	   ARMS-­‐PCR,	   cSM,…	   han	   alcanzado	   una	  
alta	  sensibilidad	  y	  especificidad	  (Tabla	  43).42,77,79,100,101	  En	  nuestra	  serie,	  la	  sensibilidad	  
y	  especificidad	  de	  la	  IHQ	  frente	  a	  Cobas®	  (considerando	  Cobas®;	  como	  gold	  standard)	  
fue	  del	  90,67%	  y	  del	  84,62%,	  respectivamente,	  alcanzando	  un	  coeficiente	  kappa	  bueno	  
(0,755).	   Si	   diferenciamos	   entre	   las	   formas	   V600,	   V600E	   y	   V600K,	   en	   nuestro	   caso	   la	  
sensibilidad	   para	   la	   detección	   de	   BRAFV600E	   aumenta	   considerablemente,	   siendo	   las	  
sensibilidad,	  del	  95,78%,	  y	   la	  especificidad,	  83,87%.	  Y	  alcanzado	  un	  coeficiente	  kappa	  
0,834	  (excelente).	  Este	  resultado	  concuerda	  con	  lo	  publicado.160,168,180	  En	  nuestra	  serie,	  
de	   los	   3	   pacientes	   que	   presentaban	   la	  mutación	   V600K,	   ninguno	   fue	   detectado	   por	  
IHQ.	  	  
Long	  y	  cols,	  estudiaron	  en	  100	  pacientes	  (estadio	  IIIC	  y	  IV),	  la	  expresión	  de	  la	  mutación	  
BRAFV600	  mediante	  IHQ	  y	  secuenciación	  (HRM).	  Los	  resultados	  entre	  ambas	  pruebas	  en	  
5	  casos	  fueron	  discrepantes.	  En	  dos	  de	  los	  casos,	  la	  técnica	  molecular	  fue	  inicialmente	  
negativa	  y	  la	  IHQ	  positiva.	  Se	  repitió	  la	  secuenciación,	  siendo	  la	  mutación	  positiva	  por	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lo	  que	  se	  concluyó	  que	  habían	  sido	  falsos	  negativos	  de	  la	  prueba	  genética.	  En	  otros	  dos	  
casos	  positivos	  para	  V600E	  en	  el	  test	  molecular,	  y	  negativos	  para	  IHQ	  se	  confirmó	  	  que	  
la	  mutación	   era	   la	   forma	   V600K.	   En	   el	   quinto	   caso,	   se	   repitió	   el	   test	  molecular	   que	  
volvió	  el	  a	  ser	  negativo,	  por	   lo	  que	  se	  concluyó	  que	  podría	   tratarse	  de	  un	  verdadero	  
falso	   negativo.	   La	   sensibilidad	   y	   especificidad	   del	   anticuerpo	   frente	   la	   secuenciación	  
(HRM)	   fue	   97%	   y	   98%,	   respectivamente.79	   La	   sensibilidad	   (97,3%)	   y	   especificidad	  
(100%)	   de	   la	   IHQ	   lograda	   en	   el	   trabajo	   de	   Boursault	   y	   cols.	   frente	   al	   HRM	   (PCR),	  
también	  fue	  similar	  a	  los	  estudios	  previos.	  Los	  falsos	  negativos,	  fueron	  observados	  en	  
áreas	  de	  necrosis	  y	  zonas	  adyacentes,	  explicando	  que	  estos	  artefactos	  podrían	  alterar	  
la	  antigenicidad	  del	  epítopo.101	  	  
Pearlstein	   y	   cols.,	   validaron	   la	   IHQ	   comparándola	   con	   la	   pirosecuención,	   en	   76	  
pacientes	   de	  melanoma.	   El	   cromógeno	   utilizado	   fue	   el	   Leica	   Red	   polymer	   detection	  
system	   y	   la	   dilución	   1:100	   (la	   dilución	   fue	   mayor	   que	   en	   otros	   estudios	   que	   se	   ha	  
empleado	   1:50,	   ó	   1:5).42,79,168,181	   Se	   graduó	   la	   intensidad	   de	   la	   tinción	   de	   0	   a	   3+	   (0:	  
ausente;	   1:	   débil;	   2:	   moderada	   y	   3:	   intensa).	   El	   coeficiente	   Kappa	   entre	  
dermatopatólogos	   fue	   1,00,	   y	   la	   concordancia	   del	   100%.	   Sólo	   obtuvieron	   3	   casos	  
discordantes,	  de	  los	  cuales,	  dos	  tenían	  dos	  primarios.	  Capper	  y	  cols.	  y	  Liu	  y	  cols.,42,181	  
también	   estudiaron	   la	   sensibilidad	   y	   especificidad	   del	   anticuerpo	   frente	   a	   la	  
secuenciación	  directa	  clásica.	  El	  primer	  grupo	  obtuvo	  una	  sensibilidad	  y	  especificidad	  
del	  100%	  mientras	  que	  Liu	  y	  cols.,182	  obtuvo	  una	  sensibilidad	   inferior.	  En	  un	  total	  84	  
casos	   de	   melanoma,	   aplicaron	   simultáneamente	   ambos	   test	   hallando	   una	   alta	  
especificidad	  (100%)	  y	  una	  sensibilidad	  (72,2%).	  La	  concordancia	  entre	  ambas	  técnicas	  
fue	  excelente	  (coeficiente	  kappa=0,801).	  Otros	  autores	  han	  descrito	  	  que	  la	  intensidad	  
en	  los	  nevus	  preexistentes	  es	  menor	  que	  en	  las	  células	  tumorales	  del	  melanoma.50,97	  
La	   inmunohistoquímica	   con	   el	   anticuerpo	  VE1	   tiene	   algunas	   limitaciones,	   una	   de	   las	  
principales	  es	  la	  no	  detección	  de	  otras	  formas	  de	  mutación	  de	  BRAFV600	  ,	  por	  ejemplo	  la	  
forma	  V600K,	  presente	  hasta	  en	  un	  5-­‐30%	  de	   las	  series	  de	  melanomas	  y	  candidata	  a	  
tratamiento	   con	   inhibidores	   de	   BRAF.91	   Por	   lo	   que,	   si	   se	   emplease	   como	   técnica	   de	  
screening	  inicial,	  precisaría	  una	  técnica	  molecular	  complementaria.	  En	  nuestro	  caso,	  se	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utilizó	  como	  técnica	  complementaria	  Cobas®,	  técnica	  molecular	  de	  tipo	  cualitativo	  en	  la	  
que	   los	   resultados	   que	   se	   obtienen	   son:	  mutado	   (no	   determina	   el	   tipo	   de	  mutación	  
V600	  identificada),	  no	  mutado,	  o	  no	  valorable.	  Ante	  un	  resultado	  negativo	  para	  IHQ	  y	  
positivo	  para	  Cobas,	  podríamos	  esperar	  una	  forma	  de	  la	  mutación	  V600	  no	  V600E,	  por	  
ejemplo	   BRAFV600K,183	   aunque	   no	   se	   puede	   descartar	   totalmente	   un	   resultado	   falso	  
positivo	   de	   la	   PCR.	   En	   nuestro	   trabajo,	   utilizamos	   también	   la	   secuenciación	   directa	  
Sanger®	   como	   gold	   standard	   para	   establecer	   el	   tipo	   definitivo	   de	   mutación.	   Un	  
algoritmo	  diagnóstico	  para	  detección	  de	  la	  mutación	  BRAF	  que	  incluyese	  IHQ,	  tendría	  
que	  combinar	  una	  técnica	  molecular	  que	  identificase	  el	  resto	  de	  mutaciones.	  
La	   tinción	  de	  BRAFV600E	  es	  citoplasmática,	   intensa	  y	  difusa.101	  Esto	  es	   importante	  a	   la	  
hora	  de	  validar	  esta	  prueba,	  ya	  que	  tinciones	  nucleares	  podrían	  llevar	  a	  un	  error	  en	  la	  
interpretación	  de	   las	  muestras	   (falsos	  positivos).	  Otro	  error,	  se	  podría	  generar	  por	   la	  
tinción	   de	   los	   melanófagos.	   Se	   ha	   observado	   que	   la	   melanina	   con	   el	   cromógeno	  
adquiere	   en	   los	   melanófagos	   distinta	   coloración	   gris-­‐verdosa	   a	   la	   tinción	  
citoplasmática	  marrón	  del	  anticuerpo	  BRAFV600E	  en	  las	  células	  tumorales,	  en	  ocasiones	  
difícil	   de	   discernir.	   Para	   el	   revelado	   de	   la	   técnica,	   se	   utiliza	   un	   sistema	   sustrato-­‐
cromógeno	  de	  alta	  sensibilidad	  basado	  en	  la	  peroxidasa.	  La	  incubación	  de	  las	  secciones	  
se	  realiza	  en	  una	  solución	  de	  3,3´-­‐diaminobezidina	  tetrahydrochloride	  (DAB),	  que	  tras	  
la	  oxidación	  forma	  un	  producto	  final	  de	  color	  marrón	  en	  el	  punto	  del	  antígeno	  diana	  o	  
ácido	   nucleico.	   En	   la	   mayoría	   de	   los	   trabajos	   revisados	   se	   ha	   utilizado	   este	  
cromógeno.42,79,101,167	   Algunos	   autores	   para	   evitar	   la	   posible	   confusión	   en	   aquellos	  
tumores	   con	   gran	   cantidad	   de	   pigmento	   melánico	   que	   podría	   interferir	   en	   la	  
interpretación	  de	  la	  positividad,	  han	  recomendado	  el	  empleo	  del	  cromógeno	  Fast	  Red	  
(Fosfatasa	  alcalina).	  Este	  permite	  una	  mejor	  diferenciación	  de	  tinción	  en	  las	  muestras	  
de	  melanoma	  con	  un	  cromógeno	  rojo	  en	  lugar	  de	  un	  cromógeno	  marrón.77,168	  	  
El	   retraso	   en	   la	   fijación	   (sobre	   fijación),	   artefactos	   por	   la	   manipulación	   del	   tejido	   o	  
incluso	   la	   coagulación	   quirúrgica	   también	   puede	   ocasionar	   errores	   al	   valorar	   las	  
tinciones.100,184	  Thiel	  y	  cols.,	  en	  102	  melanomas	  observó	  en	  un	  primer	  análisis	  que	  41	  
(40,2%)	  casos	  eran	  positivos	  para	  la	  mutación	  V600E.	  Dos	  de	  los	  casos	  comparados	  con	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otra	   técnica	  molecular	   (cMS),	   revelaron	   que	   eran	  WT.	   Al	   reevaluar	   estos	   casos,	   uno	  
presentaba	  una	  gran	  absorción	  de	  cromógeno	  por	  los	  macrófagos	  y	  el	  otro	  caso,	  	  teñía	  
zonas	  necróticas	  dando	  la	  falsa	  impresión	  de	  células	  de	  melanoma	  positivas.	  Al	  repetir	  
la	   tinción	   de	   una	   muestra	   representativa	   (sin	   cambiar	   el	   protocolo),	   ambos	   casos	  
fueron	   claramente	   identificados	   como	   negativos	   en	   las	   células	   de	   melanoma.	   Las	  
tinciones	   inespecíficas	  que	  se	  han	  observado	  usando	  este	  anticuerpo,	   se	  atribuyen	  a	  
necrosis,	  plegado	  de	   la	  sección,	  y	  a	  problemas	  en	   la	   fijación.100,160,182,183	  Por	   lo	   tanto,	  
para	   el	   patólogo	   al	   examinar	   las	   secciones,	   los	   factores	   como	   la	   presencia	   de	  
macrófagos,	  pigmento	  y	  la	  necrosis	  son	  cruciales	  	  ya	  que	  pueden	  conducir	  a	  una	  falsa	  
interpretación	  del	  resultado	  de	  la	  tinción.50,97,168,173	  
Chen	   y	   cols.,	   compararon	   la	   IHQ	   frente	   a	   otra	   técnica	   molecular	   ARMS-­‐PCR	   y	  
pirosecuenciación	   en	   38	   melanomas.	   Los	   resultados	   de	   sensibilidad	   y	   especificidad	  
frente	  a	  pirosecuenciación	  fueron	  del	  100%	  y	  94,1%,	  respectivamente.	  La	  concordancia	  
entre	   ambos	   métodos	   fue	   del	   95%	   de	   los	   casos.	   En	   el	   caso	   de	   ARMS-­‐PCR,	   la	  
sensibilidad	  fue	  del	  87,5%,	  la	  especificidad	  del	  92,9%,	  y	  la	  concordancia	  del	  91,7%.	  La	  
pirosecuenciación	   es	   un	  método	   estándar,	   pero	   tiene	   limitaciones,	   ya	   que	   demanda	  
una	  alta	  calidad	  de	   los	  tejidos	  tumorales.	  Si	  utilizamos	  tejidos	  almacenados	  de	  forma	  
inadecuada	   podrían	   dar	   lugar	   a	   diferentes	   grados	   de	   daño	   en	   el	   ADN,	   provocando	  
insuficiente	  calidad	  de	  ADN	  en	  las	  muestras.	  Por	  otro	  lado,	  el	  método	  ARMS-­‐PCR	  tiene	  
una	  sensibilidad	  más	  alta	  que	  la	  pirosecuenciación,	  pero	  ARMS-­‐PCR	  no	  puede	  detectar	  
mutaciones	   distintas	   de	   las	   estudiadas.	   Además,	   el	   método	   ARMS-­‐PCR	   precisa	   un	  
tiempo	   más	   largo,	   requiere	   unos	   aparatos	   específicos,	   es	   caro,	   y	   no	   se	   adapta	  
fácilmente	  a	  la	  mayoría	  de	  los	  laboratorios.185	  	  
5.6. Valor	   pronóstico	   de	   la	   mutación	   BRAFV600	   (supervivencia	   global	   y	  
supervivencia	  libre	  de	  enfermedad)	  
La	   presencia	   de	   la	   mutación	   de	   BRAF	   es	   un	   marcador	   de	   mal	   pronóstico	   en	   otros	  
cánceres,	   como	   se	   ha	   descrito	   en	   el	   carcinoma	   papilar	   de	   tiroides	   y	   en	   el	   cáncer	  
colorrectal.79	  En	  el	  melanoma,	  los	  biomarcadores	  que	  han	  demostrado	  tener	  influencia	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en	  el	  pronóstico	  de	  la	  enfermedad	  son	  el	  espesor	  (índice	  de	  Breslow),	  la	  ulceración,	  la	  
afectación	  ganglionar,	   LDH	  y	  el	   índice	  mitótico.38,161	   Sin	  embargo,	   la	   relevancia	  de	   la	  
mutación	   BRAF	   como	   marcador	   pronóstico	   independiente,	   en	   el	   comportamiento	  
clínico	  y	  en	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  es	  un	  tema	  todavía	  sin	  aclarar.	  Las	  diversas	  
publicaciones	   revisadas	   hasta	   la	   fecha,	   muestran	   resultados	  
heterogéneos.53,141,144,186,187	   Aunque,	   en	   algunos	   trabajos	   se	   ha	   mostrado	   una	  
tendencia	  a	  una	  peor	  supervivencia	  de	  los	  pacientes	  metastásicos	  con	  la	  mutación	  de	  
BRAF,36,140,142,143,188,189	   en	   otros,	   no	   se	   ha	   encontrado	   ninguna	   asociación	   entre	   la	  
presencia	   de	   BRAF	   y	   la	   supervivencia	   global	   en	   pacientes	   con	   enfermedad	  
metastásica53,59,65,68,146,158,162,190-­‐192	  o	  el	  intervalo	  libre	  de	  enfermedad.36,65,146,158,162	  	  
En	   nuestra	   serie,	   no	   se	   halló	   una	   diferencia	   significativa	   en	   la	   supervivencia	   global	  
entre	   los	  pacientes	  que	  presentan	   la	  mutación	  BRAFV600.	  En	  el	  análisis	  univariante	  no	  
se	   pudo	   confirmar	   su	   influencia	   como	   factor	   pronóstico	   independiente.	   El	   grupo	   de	  
trabajo	   de	   Long	   y	   cols.,	   analizaron	   el	   intervalo	   de	   tiempo	   desde	   el	   diagnóstico	   de	  
melanoma	   primario	   hasta	   la	   aparición	   de	   la	   primera	   metástasis	   a	   distancia,	   sus	  
resultados	   no	   encontraron	   una	   diferencia	   significativa	   entre	   el	   grupo	   de	   pacientes	  
mutados	  y	  sin	  la	  mutación.	  Sin	  embargo,	  la	  supervivencia	  media	  de	  los	  pacientes	  con	  
melanoma	   metastásico	   recién	   diagnosticado	   que	   hallaron	   fue	   de	   5,7	   meses	   en	   los	  
pacientes	   con	   BRAF	   no	   tratados	   con	   un	   inhibidor	   de	   BRAF,	   y	   de	   8,5	   meses	   en	   los	  
pacientes	   con	   BRAF	   de	   tipo	   silvestre.	   La	   presencia	   de	   BRAF	   no	   tuvo	   impacto	   en	   el	  
intervalo	   libre	   de	   enfermedad	   desde	   el	   diagnóstico	   de	   melanoma	   a	   la	   primera	  
metástasis	   a	   distancia;	   aunque	   sugieren	   que	   podría	   haber	   afectado	   a	   la	  
supervivencia.36	  A	  su	  vez,	  en	  otros	  estudios	  se	  ha	  sugerido	  que	  podría	  tratarse	  de	  un	  
marcador	  de	  reducción	  de	  la	  supervivencia	  global188	  y	  de	  la	  disminución	  de	  la	  duración	  
de	   respuesta	   al	   tratamiento	   con	   quimioterapia.190	   Por	   otra	   parte,	   en	   algunas	  
publicaciones	  de	  series	  de	  pacientes	  con	  melanomas	  en	  estadio	  III,	  tras	  la	  resección	  de	  
metástasis	   locorregionales,	   han	   demostrado	   que	   la	   mutación	   BRAF	   era	   un	   factor	  
desfavorable.142,186,187	  El	  grupo	  de	  trabajo	  de	  Picard	  y	  cols.,	  tras	  estudiar	  72	  melanomas	  
(32:	   BRAF	   positivo)	   en	   estadio	   III	   con	   ganglio	   centinela	   positivo,	   concluyeron	   que	   la	  
presencia	  de	  la	  mutación	  BRAF	  era	  un	  indicador	  de	  mal	  pronóstico	  y	  propusieron	  que	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se	   incluyese	   la	   mutación	   en	   la	   estadificación.	   Otros	   trabajos,	   presentan	   resultados	  
diferentes	  en	  los	  que	  no	  llegan	  a	  esta	  conclusión.68,142	  	  
Los	  melanomas	  seleccionados	  en	  nuestra	  serie,	  correspondían	  a	  43	  (69%)	  en	  estadio	  II,	  
8	   (13%)	   en	   estadio	   I,	   7	   (11%)	   en	   estadio	   III	   y	   1	   (1,6%)	   en	   estadio	   IV.	   El	   número	   de	  
trabajos	  de	  melanomas	  invasivos	  localizados	  (estadio	  I-­‐II)	  es	  muy	  limitado68,144,188,	  y	  la	  
mayoría	   de	   los	   autores	   se	   centran	  en	  estadios	   avanzados	  metastásicos.193,161	   Existen	  
estudios	  en	  los	  que	  la	  presencia	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E	  en	  melanomas	  en	  estadios	  I-­‐
II,	  si	  que	  ha	  demostrado	  disminución	  en	  el	  intervalo	  libre	  de	  enfermedad,	  pero	  no	  en	  la	  
supervivencia.142,142,194,195	   En	   nuestro	   trabajo,	   no	   hemos	   hallado	   diferencias	   en	   la	  
supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  entre	  pacientes	  sin	  la	  mutación	  o	  con	  ella.	  
El	   grupo	   de	   Ardekani	   y	   cols.,	   en	   un	   metanálisis	   compuesto	   por	   cuatro	   estudios	   de	  
melanoma	   (674	   pacientes),	   estudiaron	   el	   pronóstico	   de	   la	   presencia	   mutación	   de	  
BRAF.	   La	   mutación	   BRAF	   aumentaba	   el	   riesgo	   de	   mortalidad	   en	   pacientes	   con	  
melanoma	  en	  1,7	  veces	  (IC	  95%,	  1,37-­‐2,12).196	  	  
Por	   otro	   lado,	   también	   se	   ha	   estudiado	   la	   asociación	   entre	   la	   mutación	   de	   BRAF	   y	  
melanomas	   ulcerados,	   tumores	   con	  un	   alto	   índice	  mitótico	   y	   de	   rápido	   crecimiento,	  
aunque	   con	   resultados	   contradictorios.33,68,141,188,189,197	  Mar	   y	   cols.,	   estudiaron	   a	   196	  
pacientes	   con	   melanomas	   en	   estadios	   I-­‐III	   con	   un	   seguimiento	   de	   92	   meses.	   La	  
muestra	   estaba	   compuesta	   por	   77	   (39%)	   BRAFV600E,	   10	   (5%)	   BRAFV600K	   y	   33	   (17%)	  
fueron	  NRAS.	  Al	  comparar	  el	  crecimiento	  de	  los	  melanomas	  BRAFV600E	  observaron	  que	  
era	   más	   lento	   que	   los	  WT	   y	   V600K	   y	   presentaban	   una	   supervivencia	   menor	   en	   los	  
estadios	   iniciales;	   por	   lo	   que	   concluyeron	   que	   el	   estado	   de	   la	   mutación	   debía	   ser	  
considerada	  un	  factor	  pronóstico	  en	  este	  grupo,	  en	  particular	  cuando	  se	  ha	  planteado	  
la	  posibilidad	  de	  inclusión	  de	  estas	  nuevas	  moléculas	  como	  terapias	  adyuvantes,	  como	  
en	  el	  reciente	  ensayo	  BRIM-­‐8.161,198	  En	  otro	  estudio	  de	  814	  melanomas	  primarios,	  Mar	  
y	   cols.	   (2014)	   demostraron	   que	   mientras	   que	   los	   tumores	   con	   mutación	   BRAF	   son	  
significativamente	   más	   delgados	   que	   los	   melanomas	   BRAF	   de	   tipo	   silvestre,	   son	  
también	  más	  propensos	  a	  presentar	  metástasis	  ganglionares.199	  Estudios	  recientes	  en	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melanomas	  con	  enfermedad	  metastásica	  han	  sugerido	  que	  los	  tumores	  con	  mutación	  
BRAFV600K	  tienen	  un	  fenotipo	  más	  agresivo.	  60,161,200	  
Ardekani	  y	  cols.,	  demostraron	  que	   la	  expresión	  de	   la	  proteína	  BRAF	  se	   incrementaba	  
durante	  la	  progresión	  del	  melanoma.	  De	  esta	  forma,	   la	   intensidad	  de	  la	  expresión	  de	  
BRAF	   está	   relacionada	   con	   el	   aumento	   del	   grosor	   del	   melanoma	   primario,	   estadios	  
más	  avanzados	  y	  la	  ulceración.	  	  En	  los	  casos	  en	  los	  que	  el	  melanoma	  primario	  adquiría	  
una	   intensa	   expresión	   de	   BRAF	   estaba	   asociado	   de	   forma	   significativa	   a	   menor	  
supervivencia	   global	   y	  menos	   supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   a	   los	   5	   años.	   Estos	  
autores	  observaron	  también	  un	  aumento	  gradual	  en	  la	  expresión	  de	  BRAF	  desde	  nevus	  
displásicos,	  a	  melanoma	  primario	  y	  melanoma	  metastásico.50	  	  
Otros	  autores	  como	  Cheng	  y	  cols.,	  que	  estudiaron	  6	  biomarcadores	  de	  melanoma	  que	  
pudiesen	   identificar	  un	  mayor	   riesgo	  de	  progresión	  de	   la	  enfermedad.	  Entre	  ellos,	   la	  
expresión	  de	   la	  mutación	  de	  BRAF	  mediante	   IHQ,	  observaron	  que	   la	  mutación	   BRAF	  
era	   un	   marcador	   pronóstico	   en	   estadios	   I-­‐II.	   Demostraron	   que	   cuanto	   mayor	   es	   la	  
expresión	   de	   BRAF	   en	  melanomas	   primarios	   en	   estadios	   I-­‐II	   es	  más	   probable	   que	   el	  
paciente	   experimente	   una	   menor	   supervivencia,	   lo	   que	   apoyaría	   los	   resultados	  
hallados	  por	  el	  grupo	  de	  Safaee	  Arkani	  y	  cols..50,194	  En	  nuestra	  serie,	  la	  mutación	  BRAF	  
no	   ha	   sido	   un	   factor	   pronóstico	   independiente	   estadísticamente	   significativo	   y	   por	  
tanto,	   no	   ha	   demostrado	   influencia	   alguna	   en	   la	   supervivencia	   global	   o	   en	   la	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6. CONCLUSIONES	  	  
1. La	   presencia	   de	   la	   mutación	   BRAFV600	   se	   ha	   observado	   en	   el	   61,29%	   de	   los	  
melanomas	   primarios	   de	   nuestra	   serie,	   siendo	   su	   perfil	   clínicopatológico	  
predominante	  	  de	  melanomas	  de	  extensión	  superficial,	  localizados	  en	  el	  tronco	  
y	  en	  pacientes	  jóvenes.	  
2. El	   estudio	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   en	   muestras	   pareadas	   de	   melanomas	  
primarios	   y	   metástasis	   mediante	   qPCR	   y	   el	   anticuerpo	   VE1,	   ha	   demostrado	  
homogeneidad	  intertumoral.	  
3. La	   expresión	   de	   la	   proteína	   BRAFV600E	   mediante	   inmunohistoquímica	   es	  
homogénea	   en	   todos	   los	   casos.	   No	   hemos	   observado	   heterogeneidad	  
intratumoral	  	  de	  la	  mutación	  BRAFV600E	  .	  
4. La	   IHQ	   con	   el	   anticuerpo	   VE1	   es	   una	   herramienta	   con	   una	   alta	   sensibilidad	  
(95,78%)	   y	   especificidad	   (83,87%)	   para	   la	   detección	   de	   la	   proteína	   BRAFV600E,	  
cuando	  se	  compara	  con	  una	  técnica	  molecular,	  como	  qPCR	  (Cobas®).	  
5. La	   presencia	   de	   la	   mutación	   BRAFV600E	   en	   pacientes	   con	   melanomas	  
metastásicos,	   no	   es	   un	   factor	   pronóstico	   independiente,	   en	   la	   supervivencia	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Intra- and Inter-Tumoral Homogeneity of BRAFV600E
Mutations in Melanoma Tumors
Erica Riveiro-Falkenbach1, Cándida A. Villanueva1, María C. Garrido1, Yolanda Ruano1,
Rosa M. García-Martín1, Elena Godoy2, Pablo L. Ortiz-Romero3, Juan J. Ríos-Martín4, Angel Santos-Briz5 and
José L. Rodríguez-Peralto1
The era of targeted therapy has introduced a new therapeutic perspective for melanoma patients. Treatment with
BRAFV600 inhibitors has improved overall and disease-free survival in metastatic melanoma patients whose
tumors harbor BRAFV600 mutations. Although the BRAFV600E mutation appears to have a critical role in tumor
initiation, its expression during tumor progression remains controversial. In fact, various authors claim that
BRAFV600E heterogeneity is evident in melanoma tumors. Herein, we investigated the pattern of BRAFV600E
expression in matched primary and metastatic samples from 140 patients. Using a combination of real-time PCR
and immunohistochemical analyses, we demonstrated that BRAFV600E expression is homogeneous in melanoma
tumors and hypothesized that the heterogeneity described by others might be attributable to technical issues
when molecular methods are used. We also demonstrated the high efﬁciency of the anti-BRAFV600E VE1 antibody
for the detection of BRAFV600E mutations in melanoma tumors.
Journal of Investigative Dermatology advance online publication, 16 July 2015; doi:10.1038/jid.2015.229
INTRODUCTION
The new era of targeted therapies has increased treatment
efﬁcacy with less overall toxicity in patients with cancer.
The v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 gene
(BRAF) is the target of somatic mutations in 40–60% of
melanoma patients (Goel et al., 2006; Ribas and Flaherty,
2011). The most common mutations detected in the BRAF
gene are BRAFV600E (~80%) and BRAFV600K (5–30% of the
cases; McArthur et al., 2014).
Emerging therapies that target the mutated BRAFV600
oncogene have improved overall and disease-free survival
rates in patients with advanced melanoma that harbor
BRAFV600E and BRAFV600K mutations (Chapman et al., 2011,
Kudchadkar et al., 2012, McArthur et al., 2014). In fact, the
use of selective BRAFV600 inhibitors in patients with metastatic
melanoma leads to high response rates with a relative reduc-
tion in the risk of death and disease progression compared
with dacarbazine (Chapman et al., 2011, McArthur et al.,
2014). Regardless of this initial response to BRAFV600
inhibitors, most patients relapse in clinical practice. Indeed,
complete response rates are rarely obtained, and many
patients are refractory to this treatment (Chapman et al.,
2011, Sosman et al., 2012).
Although the BRAFV600E mutation appears to have a critical
role in tumor initiation, consistent BRAFV600E expression
during melanoma progression is controversial, and recent
studies have demonstrated the presence of BRAFV600E
heterogeneity in melanoma tumors (Colombino et al., 2012;
Yancovitz et al., 2012; Heinzerling et al., 2013; Saint-Jean
et al., 2014). The presence of inter-tumoral (differences
between primary and metastatic tumors) or intra-tumoral
(differences among different subclones within the tumor)
heterogeneity of the BRAFV600E mutation in melanoma might
be an intrinsic mechanism of resistance to BRAFV600
inhibitors. Furthermore, tumor heterogeneity might lead to
diagnostic problems in clinical practice (e.g., sample selec-
tion and BRAFV600 mutation detection using a primary or
a metastatic melanoma specimen).
Different molecular methods are available to detect
BRAFV600 mutations (Curry et al., 2012). For instance, the
cobas 4800 BRAFV600 Mutation Test (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) has been used for patient management
in most countries. Recently, a monoclonal antibody against
BRAFV600E has been developed to detect this mutated protein
in tumor parafﬁn sections (Capper et al., 2011). Studies of
melanoma tumors that harbor the BRAFV600E mutation
revealed high antibody sensitivity and speciﬁcity (Capper
et al., 2012; Skorokhod et al., 2012; Colomba et al., 2013).
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Trabajo	  presentado	  en:	  
 
 
1. Estudio	   comparativo	   entre	   el	   test	   Cobas®	   4800	   BRAFV600	   y	   la	  
inmunohistoquimica	  anti-­‐BRAFV600E	  para	   la	  detección	  de	   la	  mutación	  BRAF	  en	  
muestras	   de	   melanoma.	   Congreso	   de	   la	   Sociedad	   Española	   de	   Anatomía	  
Patológica	  SEAP-­‐IAP,	  Santander,	  España	  (2015).	  	  
2. Homogeneidad	   intra	   e	   inter-­‐tumoral	   de	   la	  mutación	   BRAFV600E	  en	  melanoma.	  
Congreso	   de	   la	   Sociedad	   Española	   de	   Anatomía	   Patológica	   SEAP-­‐IAP,	  
Santander,	  España	  (2015).	  
3. Intra	   e	   Inter-­‐tumoral	   homogeneidad	  de	   la	  Mutación	  BRAFV600E	   en	  Melanoma.	  
43	  Congreso	  Nacional	  de	  Dermatología	  y	  Venereología,	  Sevilla,	  España	  (2015).	  
4. Homogeneidad	   Intertumoral	   de	   la	   Expresión	   de	   la	   Mutación	   BRAFV600E	   en	   el	  	  
Melanoma.	   XX	   Congreso	   Ibero	   Latinoamericano	   de	   Dermatología,	   Rio	   de	  
Janeiro	  (2014).	  
5. Is	   BRAFV600	   Expression	   Heterogeneous	   in	   Melanoma	   Tumors?	   10th	  
International	   Melanoma	   Congress	   of	   the	   Society	   for	   Melanoma	   Research,	  
Philadelphia,	  EEUU	  (2013).	  
6. ¿Hay	   Heterogeneidad	   de	   la	   Expresión	   de	   la	   Mutación	   BRAFV600E	   en	   el	  
melanoma?	  XXXIX	  Reunión	  del	  Grupo	  Español	  de	  Dermatopatología,	  Alicante,	  
España	  (2013).	  
	  
	  
 
	  	  
	  
